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Uber die Leberglykolyse 
von mit Schilddriise gefiitterten Ratten 
Von 
N. Bargoni, A. Luzzati, M. T. Rinaudo, L. Rossini und E. Strumia 
Aus dem Institut fiir Biochemie der Universitit Turin, Italien 


(Der Schriftleitung zugegangen am 20. Miirz 1961) 


Fiir eine Uberfunktion der Schilddriise ist neben vermehrtem Sauer- 
stoffverbrauch auch eine bessere Glucoseverwertung charakteristisch?. 
Selbst bei mit Glucose ernaéhrten hyperthyreotischen Ratten? ist das 
Leber-* und Hirnglykogen* vermindert. Glock und McLean® fanden 
in der Leber hyperthyreotischer Ratten die Aktivitaéten der G-6-P- 
Dehydrogenase* und der 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase erhdht; 
trotzdem war bei Versuchen tiber die Umwandlung von Glucose-[1-C] 
und Glucose-[6-!4C] zu radioaktivem Kohlendioxyd in Leberschnitten 
thyroxinbehandelter Ratten nur das “CO, aus der Glucose-[6-1C] er- 
hoht®. Daraus wurde geschlossen, daB nur die anaerobe Glykolyse, nicht 
aber der G-6-P-Cyclus beschleunigt sei. Im Gegensatz dazu beobachteten 
Spiro und Ball’ an intakten Ratten, daB aus beiden markierten Glu- 
cosen bei Hyperthyreose in gleichem Mas vermehrtes “CO, entsteht, 
also beide Abbauwege annahernd gleich beschleunigt sind. 

Uber die verschiedenen Zwischenstufen des Glucoseabbaus in den 
Tieren mit Uberfunktion der Schilddriise liegen nur wenige Unter- 
suchungen vor: AuBer den schon erwahnten Fermenten, G-6-P- und 
6-Phosphogluconat-Dehydrogenase>, wurden Muskel-Glucokinase* und 
Glucose-6-phosphatase® vermehrt gefunden, die Glucosephosphat-Iso- 
merase der Leber! dagegen blieb unbeeinfluBt. Aus diesem Grund schien 


* Verwendete Abkiirzungen: G-1-P, G-6-P = Glucose-1- bzw. -6-phosphat; 
F.6-P = Fructose-6-phosphat; FDP = Fructose-1.6-diphosphat; DPN®, DPNH 
TPN°, TPNH = oxydiertes bzw. reduziertes Di- bzw. Triphosphopyridinnucleotid ; 
ADP, ATP = Adenosindi- bzw. -triphosphat. 

1]. A. Mirsky u. R. H. Broh-Kahn, Amer. J. Physiol. 117, 6 [1936]. 

2 H.C. Coggeshall u. J. A.Greene, Amer. J. Physiol. 105, 103 [1933]. 

3 W. Cramer u. R. A. Krause, Proc. Roy. Soc. [London] Sect. B. 86, 550 
[1913]. 

. Potop, Biokhimiya [Moskau] 28, 11 [1958]. 
. E. Glock u. P. McLean, Biochem. J. 61, 390 [1955]. 
. E. Glock, P. McLean u. J. K. Whitehead, Biochem. J. 68, 520 [1956]. 
.J. Spiro u. E. G. Ball, J. biol. Chemistry 231, 31 [1958]. 
.H. Smith u. H.G. Williams-Ashman, Biochim. biophysica Acta 
dam] 7, 295 [1951]. 
. F. Maley, Amer. J. Physiol. 188, 35 [1957]. 

10 F. Dickens, G. E. Glock u. P. McLean, Ciba Found. Sympos. on Regu- 

lation of Cell Metabolism, S. 150, Churchill, London 1959. 
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uns die Untersuchung anderer Zwischenreaktionen des Glucoseumsatze s 
in Organismen mit Uberfunktion der Schilddriise wiinschenswert. Neben- 
bei wurden Messungen der anaeroben Glykolyse und des G-6-P-Cyclis 
ausgefiihrt. 


Beschreibung der Versuche 


Es wurden mannliche, ausgewachsene, weiBe, etwa 250g schwere Ratten 
verwendet. 

Ein Teil der Tiere erhielt als Kontrollgruppe das quantitativ und qualitativ 
normale Z-Futter der Zoofarm, Padua, und zwar 10 g pro Tag. 

Eine zweite Rattengruppe erhielt dieselbe Diait, der aber 2° trockenes 
Schilddriisenpulver (Vister) zugesetzt worden war. Die Behandlung dauerte 10 Tage, 
nach welchen das Kérpergewicht der zweiten Gruppe im Durchschnitt um 21% ab- 
nahm, wahrend der Grundumsatz sich um etwa 119%, steigerte. 

Nach 12stdg. Fasten wurden die Ratten dekapitiert, die Leber rasch gewogen 
und zu einem Homogenat und Extrakt verarbeitet. 

In einem Teil der Leber wurde durch Ermittlung des Trockengewichtes der 
Wassergehalt festgestellt; dabei wurde kein Unterschied in den zwei Tiergruppen 
gefunden. 

Fast alle Untersuchungen wurden mit dem Uberstand (15 Min., 30000  g) 
eines Homogenates ausgefiihrt, das im Potter-Elvehjem- Glashomogenisator mit 
1 Tl. Lebergewebe und 9 Tin. 0,15m KC! in der Kalte bereitet worden war. Nur zur 
Bestimmung der Glucose-6-phosphatase und Fructose-1.6-diphosphatase-Aktivitat 
wurde ein Homogenat angewandt, das im ersten Falle 1 Tl. Gewebe und 10 Tle. 
0,1m Natriummaleat, pH 6,5, im zweiten Falle 1 Tl. Gewebe und 30 Tle. 0,05m Bor- 
siure und NaOH, pH 9,5, enthielt. Die Homogenate enthielten jeweils 9 mg Pro- 
tein/ml. 

Die glykolytische Aktivitat wurde durch Messung der Milchséurebildung 
nach Barker und Summerson bestimmt". Im Hauptraum von 50-ml-Thunberg- 
Rohren wurde 0,5 mi Leberextrakt mit 0,5 ml 0,15m KCl, 0,2 ml 0,17m Phosphat- 
puffer nach Sorensen, pH 7,4, 0,1 ml 0,13m MgCl, und 0,2 mil 0,13m Trispuffer, 
pH 7,4, versetzt; in den Seitenarm wurden 0,2 m/ 0,13m Glucose oder Wasser, 
0,2 ml 0,033m ATP und 0,1 m/ 0,015m DPN® eingefiihrt. Die Réhren wurden an 
der Olpumpe etwa bei 10 Torr gehalten und sodann mit reinem Stickstoff nach- 
gefiillt. Die Versuche wurden bei 37° durchgefiihrt; nach einigen Minuten wurde 
der Inhalt des Seitenarmes in den Hauptarm gekippt und die Reaktion nach 1 Stde. 
durch Zusatz von 1 ml 1,2m Trichloressigsiure unterbrochen. Nach Zentrifugieren 
wurde in einem Teil der klaren Fliissigkeit die Milchsiure bestimmt. 

Fiir die Milchsaurebildung aus G-6-P (aerob) und Ribose-5-phosphat(anaerob) 
wurden in den Hauptraum der Thunberg-Rohren 0,5 m/ Enzymlésung mit 0,5 ml 
0,15m KCl gebracht, in den Seitenarm 0,25 ml 0,03m Substratlésung, 0,25 ml 
0,05m Trispuffer, pH 7,4, 0,25 ml 0,0005m TPN® bzw. 0,25 ml 0,0005m DPN® und 
0,25 ml Wasser. 

Zur Messung der Milchsaurebildung aus G-6-P wurde nach Dekapitieren die 
Leber auf fester Kohlensaéure gefroren, dann gewogen und im Biihler-Apparat 
(Tiibingen) homogenisiert. 

Die Phosphoglucomutase-Aktivitét wurde nach Najjar? durch Be- 
stimmung des restlichen G-1-P als siurelabiles Phosphat festgestellt. Der Versuchs- 
ansatz enthielt: 0,2 ml Enzympraparat, 0,2 m/ 0,025m G-1-P, 0,2 ml 0,1m Cystein 
und 0,2 ml 0,006m MgSO,. Die Reaktion wurde nach 5 Min. bei 30° mittels 4 m/ 
5n H,SO, unterbrochen. Nach Zentrifugieren wurde ein aliquoter Teil der iiber- 





11 §. B. Barker u. W. H.Summerson, J. biol. Chemistry 188, 535 [1941]. 
» #2 V. A. Najjar in S. P. Colowick u. N. O. Kaplan, Methods in Enzymo- 
logy, Bd. I, 8. 294, Acad. Press, New York 1955 
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stehenden, klaren Fliissigkeit im kochenden Wasserbad (3 Min.) hydrolysiert und 
sodann das freie anorganische Phosphat kolorimetrisch nach Youngburg?* be- 
stimmt. 

Die Aktivitat der Glucosephosphat-Isomerase wurde nach Slein"™ ge- 
messen. Der Ansatz enthielt 1 «Mol G-6-P in 0,4 ml 0,06m Trispuffer, pH 9, und 
0,1 ml Enzympraparat. Nach 4 Min. bei 30° wurde HCl und Resorcin hinzugefiigt 
und F-6-P nach Roe!5 bestimmt. 

Die Aldolase-Aktivitét wurde nach Taylor?® durch Bestimmung des aus 
FDP entstandenen alkalilabilen Phosphates gemessen. Die Ansiatze enthielten: 
0,3 ml Enzymlésung, 0,25 ml 0,04m FDP, 0,25 mil 0,01m Glycinpuffer, pH 9, und 
2 ml 0,25m NaCN. Nach 5 Min. Inkubation bei 37° wurden 4 ml 0,3m Trichloressig- 
siure hinzugefiigt, zentrifugiert, ein Teil der klaren Fliissigkeit alkalisch hydroly- 
siert und das gebildete Orthophosphat bestimmt. 

Phosphofructokinase wurde durch Kombination mit der Aldolase- 
Reaktion bestimmt, nachdem sich gezeigt hatte, daB die Aldolase-Aktivitat in 
allen Experimenten unverandert und nicht geschwindigkeitsbegrenzend war. 
Ansatz: 0,3 ml Enzympraparat, 0,25 ml 0,01m F-6-P, 0,25 ml 0,04m ATP, 0,05 ml 
0,02m MgCl,, 0,1 ml 0,5m NaCN, 0,25 ml 0,01m Glycinpuffer, pH 9. Es wurde 
15 Min. bei 30° inkubiert, dann 1 ml 0,3m Trichloressigsiure zugesetzt, zentrifugiert 
und nach Alkalihydrolyse das Orthophosphat bestimmt. Fiir die Messung der 
Adenosintriphosphatase-Aktivitat des Extraktes wurde der gleiche Ansatz 
ohne F-6-P verwendet; das bei der Zersetzung des Nucleotides gebildete anor- 
ganische Phosphat wurde bei der Ermittlung des wahrend der Reaktion entstan- 
denen FDP abgezogen. 

Enolase wurde nach Warburg und Christian!’ spektrophotometrisch 
bei 240 mu bestimmt. In die Quarzkiivette von 10 mm Schichtdicke gaben wir 
folgende Lésungen: 0,5 mi Enzympraparat, 1 : 4 verdiinnt, 1 ml 0,07m Phosphat- 
puffer nach Sérensen, pH 7,4, 0,5 ml 0,04m MgCl, 0,4 ml 0,05m Natrium-2- 
phosphoglycerat und 0,6 m/ Wasser. Es wurde 10 Min. bei Zimmertemperatur gegen 
einen Blindwert gemessen, der statt des Substrates Wasser enthielt. 

Zur Bestimmung der Lactat - Dehydrogenase - Aktivitét wurde die 
Oxydation des DPNH spektrophotometrisch bei 340 mu verfolgt. Der Ansatz1* 
enthielt in einer Quarzkiivette von 10mm Schichtdicke: 0,5 ml Enzymlésung, 
1: 1000 verdiinnt; 0,1 mi 0,01m Natriumpyruvat; 0,1 mi 0,002m DPNH; 1 m/ 
0,1m Phosphatpuffer, pH 7,4. Es wurde in Abstanden von 30 Sek. wahrend 3 Min, 
gegen einen Kontrollansatz gemessen, der statt des Substrates Wasser enthielt. 

Die Aktivitat der Glucose-6-phosphat- und 6-Phosphogluconat- 
Dehydrogenase wurde nach Glock und McLean?® bestimmt, indem die Re- 
duktion des TPN® bei 340 mu spektrophotometrisch verfolgt wurde. Hierzu wurden 
pro Ansatz 0,25 m/ 0,02m Substratlésung, 0,5 ml 0,0005m TPN®, 1 ml 0,25m 
Glycylglycin-Puffer (pH 7,6 fiir die G-6-P-Dehydrogenase, pH 9 fiir die 6-Phospho- 
gluconat-Dehydrogenase), 0,5 ml 0,1m MgCl, und 0,7 ml Wasser verwendet. Die 
Reaktion wurde gestartet durch Zusatz von 0,05 ml Enzymlésung, die 24 Stdn. 
im Eisschrank gegen 0,15m KCl-Lésung (8 ml 0,02m NaHCO,// enthaltend) dialy- 
siert worden war. Die Extinktionszunahme wurde wahrend 5 Min. jede Minute ab- 


13 G.E. Youngburg u. M.V. Youngburg, J. Lab. clin. Med. 16, 158 
[1930]. 
4M. W.Slein in 8S. P. Colowick u. N.O. Kaplan, Methods in Enzymo- 
logy, Bd. I, S. 299, Acad. Press, New York 1955. 

15 J. H. Roe, J. biol. Chemistry 107, 15 [1934]. 

16 J. F. Taylor in 8S. P. Colowick u. N. O. Kaplan, Methods in Enzymo- 
logy, Bd. I, 8. 310, Acad. Press, New York 1955. 

17 QO. Warburg u. W. Christian, Biochem. Z. 310, 385 [1941]. 

18 A. Kornberg in S. P. Colowick u. N. O. Kaplan, Methods in Enzymo- 
logy, Bd. I, 8. 441, Acad. Press, New York 1955. 

19 G. E. Glock u. P. McLean, Biochem. J. 55, 400 [1953]. 
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gelesen. Da die festgestellte Aktivitat bei pH 7,6 mit G-6-P als Substrat die Summe 
beider Dehydrogenasewirkungen darstellt, wurde die Aktivitat der G-6-P-Dehydro. 
genase aus der Differenz der bei pH 7,6 bestimmten Aktivitaten ermittelt, indem 
man einmal als Substrat 0,25 ml 0,02m G-6-P plus 0,25 mi 0,02m 6-Phosphogluco. 
nat, das andere Mal nur G-6-P anwandte. 


Die Glucose-6-phosphatase wurde nach Swanson” bestimmt. Ansatz: 
0,1 m/ Enzymlésung, 0,1 ml 0,lm G-6-P, 0,3 m/ 0,lm Natriummaleat, pH 6.5. 
Nach 15 Min. bei 37° wurde die Reaktion mittels 1 ml 0,6m Trichloressigsaure 
unterbrochen. Nach Zentrifugieren wurde das Orthophosphat in einem Teil der 
klaren Fliissigkeit bestimmt. 

Die Aktivitét der Fructose-1.6-diphosphatase wurde nach Pogell und 
McGilvery*! gemessen. Ansatz: 0,2 ml Enzymlosung, 0,1 ml 0,05m FDP, 0,4 ml 
0,05m Borsiure-NaOH-Puffer, pH 9,5, 0,1 mi 0,05m MgSO,, 0,1 ml 0,005m MnCl, 
und 0,1 ml 0,05m Cystein. Es wurde 20 Min. bei 37° inkubiert, dann die Reaktion 
mit 1 m/ 0,3m Trichloressigsiure unterbrochen. Man zentrifugierte und bestimmte 
das anorganische Phosphat in einem Teil der klaren Fliissigkeit. 


Ergebnisse 


1. Reaktionen der anaeroben Glykolyse 


In den Leberextrakten von Ratten, die 10 Tage hindurch eine quan- 
titativ und qualitativ normale Kost plus 2% trockene Schilddriise er- 
halten hatten, war die Milchsaéurebildung aus Glucose in Gegenwart von 
ATP, DPN® und Mg?° unter anaeroben Bedingungen im Vergleich zu den 
Ratten, die keine Schilddriise erhalten hatten, entschieden vermehrt 
(Tab. 1). 


Tab. 1. Aktivitaét der anaeroben Glykolyse und ihrer Fermente in der Leber nor- 
maler und mit Schilddriise gefiitterter Ratten. Zahl der Versuche in Klammern. 














Kontrolle Hyperthyreot. 

Anaerobe Glykolyse 

(Substr. Glucose) . geb. Milchsaure (ug) 28 +9,8 (6) 54 + 16,4 (7) 
Phosphogluco- 

mutase. .... geb. G-6-P (ug) 947 +. 20,4 (8) 559 + 100,8 (8) 
Glucosephosphat- 

Isomerase. . . . geb. F-6-P (ug) 56 + 3,6 (4) 56 +4,8 (4) 
Phosphofructo- 

MIRED . «. . +. geb. FDP (ug) 191 + 18,1 (5) 178 + 19,0 (6) 
Aidolase .... =. geb. Triosephosphate | 342 +. 38,1 (6) 367 + 31,3 (6) 

(ug) 

NS SS ee Extinktionszunahme {0,192 +.0,03 (8) |0,379 +. 0,06 (7) 
Lactat- 

Dehydrogenase. . geb. Milchsaure (ug) 4,6 + 0,4 (6) 8,1 +0,2 (6) 


20 M. A. Swansonin§S. P. Colowicku. N. O. Kaplan, Methods in Enzymo- 
logy, Bd. II, S. 541, Acad. Press, New York 1955. 
21 B. M. Pogellu. R. W. McGilvery, J. biol. Chemistry 208, 149 [1954]. 
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Unter gleichen experimentellen Verhaltnissen waren auch die durch 
Enolase und Lactat-Dehydrogenase katalysierten Reaktionen be- 
schleunigt, wahrend die durch Glucosephosphat-Isomerase, Phospho- 
fructokinase und Aldolase katalysierten unbeeinfluBt blieben. Phospho- 
glucomutase war entschieden verlangsamt, wahrend die Mutaseaktivitat 
des Hirn- und Muskelhomogenates derselben Ratten unverandert war. 

Die Veranderungen der Phosphoglucomutase- und Enolase-Reak- 
tionen sind schon nach 2 Tagen Schilddriisen-Diat bemerkbar: Tab. 2 
zeigt, daB die Phosphoglucomutase bis zum 10. Tag abnimmt, die Eno- 
lase am 6. Tag ein Maximum erreicht, um dann wieder abzunehmen, 
wobei immerhin am 10. Tag die Geschwindigkeit der Reaktion noch etwa 
doppelt so groB ist wie mit der Leber normal ernahrter Tiere. 


Tab. 2. Prozentuale Veranderungen der Phosphoglucomutase- und Enolase-Akti- 
vitat in der Leber von verschieden lang mit Schilddriise gefiitterten Ratten im 
Vergleich zu normalen Tieren. 








Jauer der Behandlung (Tage) Phosphoglucomutase Enolase 
2 —23 +76 
4 —38 +62 
6 —38 +142 
10 —4l1 +96 








Wenn man dem Leberextrakt einer normal ernahrten Ratte den 
Extrakt einer mit Schilddrise gefiitterten Ratte zusetzt, so ist die Akti- 
vitat der Phosphoglucomutase ungefahr gleich der Summe der Aktivi- 
titen der einzelnen Extrakte (Tab. 3). 


Tab. 3. Aktivitét der Phosphoglucomutase in Leberextrakten aus Ratten mit 
normaler (a) und mit Schilddriise bereicherter Kost (b), sowie beide vereint. 





Leberextrakt a b a+b 














gebild.G-6-P ...... 733 335 1006 


Die Geschwindigkeit der Phosphoglucomutase-, Enolase- und 
Lactat- Dehydrogenase-Reaktion im Leberextrakt von normal ernahrten 
Ratten wird durch Zufiigen von 10-4m Thyroxin und Trijodthyronin 
nicht geandert. Dasselbe Verhalten beziiglich des Thyroxins ist auch bei 
der anaeroben Glykolyse festgestellt worden. 


2. Reaktionen des Glucose-6-phosphat-Cyclus 
Die G-6-P-Dehydrogenase und besonders die 6-Phosphogluconat- 
Dehydrogenase sind in Leberextrakten von mit Schilddriise ernihrten 
Ratten viel aktiver als in Extrakten der Kontrolltiere. Die prozentuale 
Aktivitatsanderung ist fiir das erste Enzym + 77, fiir das zweite + 95 
(Tab. 4). 
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Tab. 4. Aktivitét der Fermente des Glucose-6-phosphat-Cyclus und Geschwindig. 

keit der Milchsiurebildung aus Glucose-6-phosphat (aerob) und Ribose-5-phosphat 

(anaerob) in der Leber normaler und mit Schilddriise gefiitterter Ratten. Zahl der 
Versuche in Klammern. 





Kontrolle Hyperthyreot. 











G-6-P-Dehydrogenase (H34)) . . . - - + - 0,154-+0,06 (6) | 0,271--0,09 (6) 
6-Phosphogluconat-Dehydrogenase (349) - 0,176-+0,03 (6) | 0,343--0,08 (6) 
Milchsaure- Bildung 
Gt) Cds dt (7) a ae 74+5,6 (8) 194+10 (8) 
aus Ribose-5-phosphat (ug)... .. . 17+3,2 (6) 83+11,4 (5) 


Bei den aus mit Schilddriise gefiitterten Ratten hergestellten Leber- 
extrakten war die aerobe Milchsaéurebildung aus G-6-P héher als bei den 
Praparaten normal ernéhrter Ratten. Unter Anoxyhiose waren keine 
signifikanten Unterschiede zwischen den normalen und den mit Schild- 
driise gefiitterten Ratten nachzuweisen. Auch aus Ribose-5-phosphat 
bilden die Leberextrakte der hyperthyreotischen Ratten anaerob ent- 
schieden mehr Milchsaure als die Kontrollen. 

Die Behandlung der Leberextrakte normal erndhrter Ratten mit 
10-4m Thyroxin ist fiir die Synthese der Milchsdéure aus G-6-P in Oxy- 
und Anoxybiose, sowie aus dem Ribose-5-phosphat, belanglos. Auch die 
Reaktionsgeschwindigkeit der G-6-P-Dehydrogenase und der 6-Phospho- 
gluconat- Dehydrogenase wird dadurch nicht geandert. 


3. Reaktionen der Glucogenese 
Die Glucose-6-phosphatase der Leber der mit Schilddriise gefiit- 
terten Ratten ist um 74% vermehrt; unverandert bleibt dagegen die 
Fructose-1.6-diphosphatase (Tab. 5). Bemerkenswerterweise bleibt auch 
die Glucose-6-phosphatase des Muskels und Hirns der hyperthyreotischen 
Ratten unverandert. 


Tab.5. Aktivitait der Glucose-6-phosphatase und der Fructose-1.6-diphosphatase der 
Leber von normalen und mit Schilddriise gefiitterten Ratten. Zahl der Versuche 
in Klammern. 











ug P abgespalten 
Substrat 
Kontrolle Hyperthyreot. 
oS anaes : 367 + 80,9 (6) 639 + 65,2 (6) 
_) |) da ra ee ee 53+ 7,5 (9) 46 + 6,7 (7) 


Die Giucose-6-phosphatase-Aktivitét aus der Leber von normal 
ernahrten Ratten wird durch 30 Min. dauernde Inkubation mit 10-4m 
Thyroxin um 33% vermehrt. 





Bd 


boli 





nal 





Bd. 326 (1961) | Leberglykolyse von mit Schilddriise gefiitterten Ratten 71 


Diskussion 


Der Kohlenhydratumsatz in der Leber normal gefiitterter Ratten 
ist ganzlich verschieden von dem mit Schilddriisen-Kost ernahrter Tiere. 
Obschon die anaerobe Glykolyse geférdert wird, war nur fiir die Enolase 
und die Lactat-Dehydrogenase eine gréBere Aktivitat festzustellen. 
Glucosephosphat-Isomerase, Phosphofructokinase und Aldolase bleiben 
unverandert, die Phosphoglucomutase war sogar vermindert. 

Die so mit einem UberschuB an Substrat und Coenzym gemessene 
katalytische Wirksamkeit der einzelnen Enzyme sagt nichts tiber die Rolle 
aus. die das Enzym in der gesamten Glykolyse spielt, gibt aber Auskunft 
iiber seine von den anderen Reaktionen unabhangige Wirkungsstarke. 
In dieser Hinsicht ist das Verhalten der Phosphofructokinase interessant, 
die nach Olsen” in der Rattenleber und nach Racker und Wu® in 
Ascites-Zellen einen begrenzenden Einflu8 auf die Umsetzung des G-6-P 
zu Milchséure haben soll. Dies ist offenbar nicht der Fall. Wenn iiber- 
haupt, sind als begrenzende Reaktionen vielleicht die durch Enolase und 
lactat- Dehydrogenase katalysierten zu _ betrachten, deren  ver- 
groBerte Aktivitéten von einer vermehrten anaeroben Glykolyse be- 
gleitet sind. Die kiirzlich von Fitch und Chaikoff* gefundene Be- 
ziehung zwischen den Aktivitaten der einzelnen Enzyme und des ge- 
samten Stoffwechselweges, an dem sie beteiligt sind, scheint hier nicht 
zu gelten. 

Betreffs der Verminderung der Phosphoglucomutase ist ein ana- 
loges Verhalten im Novikoff-Hepatom beachtenswert, da in diesem, wie 
in hyperthyreotischen Ratten, der Glykogengehalt entschieden ver- 
ringert ist?>, Diese Erscheinung beruht sicherlich nicht auf der Synthese 
eines Hemmstoffs, da bei Zusatz des Enzymextraktes einer normal ge- 
fiitterten Ratte zum Extrakt einer Ratte, die Schilddriise erhalten hatte, 
als Aktivitat die Summe der Aktivitaten beider Extrakte resultiert. Auch 
eine Wirkung des Thyroxins auf dieses Enzym, wie sie fiir viele Dehydro- 
genasen beobachtet wurde?*, ist unwahrscheinlich: Auch bei relativ 
hoher Konzentration des Thyroxins bleibt die Reaktionsgeschwindigkeit 
unbeeinfluBt. Ahnlich verhalten sich in dieser Hinsicht auch die Enolase, 
die Lactat-Dehydrogenase und die ganze anaerobe Glykolyse. 


Neben der anaeroben Glykolyse scheint die Schilddriisenfiitterung 
auch den Glucose-6-phosphat-Cyclus zu beschleunigen. Dafiir sprechen 
die vermehrte Milchséuresynthese aus G-6-P und die Beschleunigung 
der Dehydrierungen des G-6-P und des 6-Phosphogluconates, die den 
Cyclus einleiten. 

= E. R. Olsen, Cancer Res. 11, 571 [1951]. 

23 KE. Racker u. R. Wu, Ciba Found. Sympos. on Regulation of Cell Meta- 
bolism, S. 205, Churchill, London 1959. 

24 W. M. Fitch u. I. L. Chaikoff, J. biol. Chemis’ry 285, 554 [1960]. 

25 G. Weber u. A. Cantero, Cancer Res. 17, 995 [1957]. 

26 J. Wolff u. E.C. Wolff, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 26. 


387 [1957]. 
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Ob die Schilddriisenkost auch die Geschwindigkeit der Glucose. 
bildung andert, ist schwer zu sagen. Fiir diese Annahme kénnte die seit 
langem bekannte Zunahme der Glucose-6-phosphatase sprechen. Gegen 
diese Hypothese spricht, daB die Fructose-1.6-diphosphatase unverandert 
ist, die im allgemeinen vermehrt gefunden wird, wenn die Glykogenese 
intensiver wird 2’, 

Die Resultate unserer Untersuchungen berechtigen zu dem Schlub, 
daB in der Leber der mit Schilddriise gefiitterten Ratten die aerobe und 
anaerobe Glykolyse zunimmt, wahrend eine Veraénderung der Gluco- 
genese ungewiB bleibt. 


Zusammenfassung 


Die anaerobe Glykolyse und der Glucose-6-phosphat-Cyclus werden 
in der Leber von mit Schilddriise gefiitterten Ratten wesentlich be- 
schleunigt. Die Aktivitaéten der Enolase, Lactat-Dehydrogenase, 
Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase und 6-Phosphogluconat-Dehydro- 
genase sind erhdht, die der Glucosephosphat-Isomerase, Phosphofructo- 
kinase und Aldolase bleiben unbeeinfluBt, die der Phosphoglucomutase 
wird erniedrigt. Auch die Glucose-6-phosphatase wird vermehrt, wahrend 
die Fructose-1.6-dipnosphatase unverandert bleibt. 


Summary 


Glycolysis and the glucose-6-phosphate cycle are accelerated in the 
liver of rats fed with thyroid gland. The activities of enolase, lactate 
dehydrogenase, glucose-6-phosphate dehydrogenase and _ 6-phospho- 
gluconate dehydrogenase are increased. Glucosephosphate isomerase, 
phosphofructokin.se aid aldolase are not affected. Phosphoglucomutase 
activity is decreazed. There is also an increase in glucose-6-phosphatase 
activity, while fructose-1,6-diphosphatase is unchanged. 


Dr. N. Bargoni, Universita di Torino, Istituto di Chimica Biologica, Corso 
Raffaello 30, Torino, Italien. 


27 L.C. Mokrasch, W. D. Davidson u. R. W. McGilvery, J. biol. Che- 
mistry 222, 179 [1956]; R. A. Freedland u. A. E. Harper, ebenda 284, 1351 
[1959]; M. T. Rinaudo, Experientia [Basel] 17, 30 [1961]. 
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Untersuchungen an Glucosammoniumchlorid, [V+ 


Bildung von Furfurol beim 
alkalischen Abbau von Glucosamin 
Von 
Howard K. Zimmerman und Alexandros Cosmatos 
Aus dem Department of Chemistry, Agricultural and Mechanical College of Texas, 
College Station, Texas 


(Der Schriftleitung zugegangen am 15. April 1961) 


In der vorhergehenden Mitteilung! wurde aus kinetischen Unter- 
suchungen der SchluB gezogen, daB zwei der drei von Heyns et al.? vor- 
geschlagenen Reaktionswege fiir den alkalischen Abbau von Glucosamin 
iiber ein gemeinsames Zwischenprodukt verlaufen. Dieser Befund wurde 
beim Abbau in maBig alkalischer Lésung erhalten, wobei der ProzeB 
innerhalb weniger Stunden vollstandig ablief, obwohl nach den Angaben 
von Heyns? fiir einen raschen Verlauf recht konzentrierte Phosphat- 
pufferlésungen nétig waren. Heyns? hatte jedoch auch gezeigt, daB der 
EinfluB des Puffers anscheinend nicht nur in einem einfachen pH-Effekt 
bestand, und unsere eigenen Beobachtungen® stiitzten diese Auffassung. 
Wir untersuchten nun den Mechanismus des von Heyns als dritten Weg 
bezeichneten Abbaus unter Desaminierung. 


Ein weiterer Unterschied zwischen den Befunden von Heyns und 
den unsrigen betrifft das Produkt der Desaminierung. Heyns identi- 
fizierte dieses als 5-Hydroxymethyl-furfurol, wihrend unsere spektro- 
photometrischen Daten auf Furfurol selbst schlieBen lieBen. Obwohl 
dieser Unterschied auf den Gesamtmechanismus der Reaktion, soweit 
die bisherigen kinetischen Messungen erkennen lassen, keinen EinfluB 
hat, so kann er doch wesentlich sein fiir das Verstandnis des Abbau- 
mechanismus im einzelnen, den wir aufzuklaren versuchen. 


Wie schon in unseren friiheren Untersuchungen arbeiteten wir 
wieder mit borathaltigen Lésungen. Wiederholte spektrophotometrische 
Messungen zeigten, da das beim Abbau des Glucosamins in Borat- 
l6sungen gebildete chromophore System ein Maximum bei 277—278 mu 
besitzt. Das Maximum des Spektrums von Furfurol liegt bei 276 bis 


1 ]II. Mitteil.: H.K.Zimmerman, Arch. Biochem. Biophysics 82, 266 
[1959]. 
2 K. Heyns, Ch.-M. Koch u. W. Koch, diese Z. 296, 121 [1954]. 
3-H. K. Zimmerman, Arch. Biochem. Biophysics 75, 520 [1958]. 
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278 mu* 5, das von Hydroxymethylfurfurol dagegen bei 283 —285 myu®°. 
Diese Werte konnten wir in unserem Laboratorium bestatigen und dar- 
iiber hinaus zeigen, daB sie bei pH-Werten zwischen 3 und 10 oder bei 
Ersatz des Borats durch Phosphat in keiner Weise verandert werden’. 

Nicht nur die spektrophotometrischen Daten beweisen, daB das 
Reaktionsprodukt in Boratpuffer Furfurol ist; dieses wurde auch durch 
den Benzidintest® nachgewiesen. 

Auf Grund der spektrophotometrischen Identifizierung des von uns 
erhaltenen Reaktionsproduktes als Furfurol untersuchten wir die Ki- 
netik der Furfurolbildung in mehreren, relativ konzentrierten Borat- 
lésungen, wie wir sie schon friiher beniitzt hatten!. Wie erwartet, war 
die Geschwindigkeit der Furfurolbildung unabhaingig von der Ionen- 
starke, die durch KCl-Zusatz im Bereich von 0,075 bis 0,225 verandert 
wurde, und nur abhangig von der Glucosamin-Konzentration. Dagegen 
anderten sich die Neigungswinkel der Reaktionskurven I. Ordnung bei 
allen untersuchten Temperaturen signifikant mit der .Pufferzusammen- 
setzung (Abb. 1). Alle Ver- 
suche, diese Anderungen 
3,26 wa mit dem pH-Wert des Re- 
G15 aktionsmediums in Bezie- 
hung zu bringen, schlugen 
fehl; die Hydroxylionen- 
Konzentration spielt also, 
wenn tberhaupt, nur eine 
untergeordnete Rolle. Da- 
her untersuchten wir nun 
die Reaktionsordnung in 
Abhangigkeit von der Bo- 
































Abb. 1. Abhangigkeit der Fur- 
furolbildung von der Zeit bei 
33°. Die Zahlen an den Kurven 
geben die molaren Konzentra- 
tionen an Borationen an. 





4M. L. Wolfrom, R. D. Schuetz u. L. F. Cavalieri, J. Amer. chem. Soc. 
71, 3518 [1949]; R. F. Raffauf, ebenda 72, 753 [1950]; L. Fuchs, Mh. Chem. 
81, 70 [1950]; D. F. Root, J. F.Saeman, J. F. Harris u. W. K. Neill, Forest 
Products J. 9, 158 [1959]. 

5 G. MacKinney u. 0. Temmer, J. Amer. chem. Soc. 70, 3586 [1948]; 
B. Singh, G. R. Dean u. 8. M. Cantor, ebenda 70, 517 [1948]. 

6 B.L.Scallet u. J.H.Gardner, J. Amer. chem. Soc. 67, 1934. [1945]; 
M.L. Wolform, R.D.Schuetz u. L. F. Cavalieri, ebenda 70, 514 [1948]; 
J.H. Turner, P. A. Rebers, P. L. Barrick u. R. H. Cotton, Analytic. Chem. 
26, 898 [1954]; J. F. Harris, J. F.Saeman u. L. L. Zoch, Forest Products J. 
10, 125 [1960]. 

7 T. Psarras, J. W. Teftelleru. H. K. Zimmerman, Recueil. Trav. chim. 
Pays-Bas 80, 232 [1961]. 

8 R. A. McCance, Biochem. J. 20, 1111 [1926]. 
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rationen-Konzentration. Dabei zeigte sich, daB die Kurven der Abb. 1 nur 
scheinbar nach I. Ordnung verlaufen; in Wirklichkeit lauft die Reaktion 
durchweg nach II. Ordnung ab, d.h. abhangig sowohl von der Konzen- 
tration des Glucosamins als auch der des Borats. 

Dieses Ergebnis legt die Vermutung nahe, daB an der Furfurol- 
bildung nicht — wie friiher! angenommen — spezifisch Hydroxylionen 
sondern ganz allgemein Basen beteiligt sind. Der Mechanismus verlangt 
im wesentlichen die Bildung eines noch unbekannten Zwischenpro- 
duktes I, das dann mit der Base B® unter Bildung von Furfurol reagiert: 


Glucosamin - I (k,) I+ B° -— Furfurol (k,) 


Unsere friiheren! Messungen haben gezeigt, daf das Verhaltnis 
zwischen k, und k, so ist, daB — ausgenommen in einer kurzen Induk- 
tionszeit, wahrend der eine geniigende Konzentration von I gebildet 
wird — ausschlieBlich die zweite Reaktion die Geschwindigkeit bestimmt, 
wenigstens bei Temperaturen unterhalb von 40°. (Oberhalb dieser Tem- 
peratur wird noch eine andere I-verbrauchende Reaktion mit der Kon- 
stante k, wirksam; in diesem Zusammenhang interessiert sie jedoch 
nicht weiter.) Wesentlich an der obigen Reaktionsfolge ist einmal, daB 
sie kinetisch wie eine einzige Reaktion II. Ordnung behandelt werden 
kann, und zum anderen, da8 das OH®-Ion in der zweiten Stufe nun all- 
gemein durch eine Base zu ersetzen ist. 

Bei unserer friiheren Behandlung dieses Problems waren die MeB- 
ergebnisse so, daB k, und k, bei der Berechnung miteinander gekoppelt 
waren; dadurch waren die Angaben beider Konstanten fiir die Mes- 
sungen unterhalb 40° auGBerst ungenau. Nun erlauben aber die Daten 
dieser Arbeit, bei der nur die Reaktion mit k, erfaBt wird, die gesonderte 
Berechnung dieser Konstante, indem man die Neigung der Geraden, wie 
sie in Abb. 1 aufgezeichnet sind, jeweils durch die zugehérigen Kon- 
zentrationen von B® dividiert. So wurden die Werte fiir k, bei 20, 33 und 
40° errechnet und zusammen mit den friiher fiir die héheren Tem- 
peraturen errechneten Punkten in Abb. 2 eingetragen. Die Uberein- 
stimmung der beiden Methoden wird darin klar ersichtlich. Um auch 
die letzten Zweifel iiber die Allgemeingiiltigkeit der Basenbeteiligung 
fiir die Bestimmung von k, zu beseitigen, haben wir aus den Angaben 
von Heyns? auch den Wert fiir 38° errechnet, wobei die beteiligte Base 
m/15 Phosphatpuffer war. Wie Abb. 2 zeigt, fiigt sich das Ergebnis gut 
in unsere Befunde ein. 

Alle experimentellen Werte sind in der Tabelle zusammengestellt. 
Daraus und aus Abb. 2 laBt sich die Temperaturabhangigkeit der Kon- 


stante berechnen: 
. 
—o. Pe ba + 13,58 
Wenn k, in J+ Mol-! - Sek-! ausgedriickt wird, kann man die Enthalpie 
und die Entropie der Aktivierung zu AH = 25,8 kcal/Mol und AS = 


12,3 cal - Grad-! - Mol-! errechnen. 
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Die Bildung des 
Furfurols beim Glucos- 
aminabbau setzt voraus, 
daB dabei ein C-Atom 
vom Molekiil abgespal.- 
ten wird. Da eine Ab. 
spaltung des C-6 hier 
praktisch unméglich ist, 
kommt nur das C-1 in 
Frage. Wir hielten es fiir 
unwahrscheinlich, daB8 




















Abb. 2. Temperaturabhin- 
gigkeit der Geschwindig- 
keitskonstante k,. @: Werte 
as = % eae aus dieser Arbeit ; O : berech- 

0 23 34 net in I. c.1; ®@: berechnet 
30 4 3 m ‘ aus den Daten von Heyns?. 











dieser Abbau im wesentlichen oxydativer Natur ist, nicht nur, weil der 
in unserem System geléste atmospharische Sauerstoff fiir einen solehen 
Effekt nicht ausrei¢éhen wiirde, vielmehr auch, weil die Reaktionskinetik 
eine direkte allgemeine Basenbeteiligung anzeigt. Wir vermuten, dab 
das Zwischenprodukt I eine Substanz von der Art der Reduktone dar- 
stellt, auch wenn wir gegenwartig noch nicht die Abspaltung des C-Atoms 
1 erklaren kénnen. Weitere Untersuchungen sind nétig, bevor tiber 
den Mechanismus genauere Aussagen gemacht werden kénnen. 


Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten fiir die Furfurolbildung aus Glucosamin 
unter Basenbeteiligung bei verschiedenen Temperaturen. 














t [°C] Base 108 - k, [L- Mol-! - Min-?] Herkunft 
20 H,BO,° 0,599 diese Arb. 
33 H,BO,° 4,46 diese Arb. 
38 HPO#? 8,22 1. ¢.2 
40 H,BO,° 7,85 diese Arb. 
40 OH® 9,03 Lae 
50 OH® 45,7 es 
56 OH® 82,3 ic 





Die Tatsache, daB die Kinetik der untersuchten Reaktion nach dem- 
selben quantitativen Gesetz ablauft, gleichgiiltig, ob Hydroxymethyl- 
furfurol in Phosphatpuffer? oder ob Furfurol in Boratpuffer gebildet 
wird, deutet auf das Vorhandensein einer gemeinsamen Reaktionsstufe 
fiir beide Vorgange hin. Ihre Natur ist noch unklar, aber die offensicht- 
liche Allgemeingiltigkeit der Basenbeteiligung kénnte hier zur Klarung 
beitragen. 
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Der Robert A. Welch-Foundation und der U.S. National Science 
Foundation danken wir fiir Sachbeihilfen, der Bioproducts, Inc. of War- 
renton, Oregon, fiir die Uberlassung von Glucosammoniumchlorid. 


Beschreibung der Versuche 


Material: Die carbonatfreie Natronlauge wurde mit saurem Kaliumphthalat 
eingestellt. Die Boratpuffer wurden durch Mischen dieser Lauge mit genau _ein- 
gewogenen Standard-Borsaurelésungen erhalten. Die Ionenstérke wurde durch 
Zusatz abgewogener Mengen von Kaliumchlorid zum Puffer variiert. Die Borat- 
ionenkonzentrationen betrugen 0,044, 0,075, 0,100, 0,125, 0,150, 0,175 und 0,198 
Mol/l. Die Glucosammoniumchloridlésungen wurden durch Einwaage in die jeweils 
verwendeten Pufferlésungen bei der jeweils angegebenen Temperatur hergestellt. 

Die Messung der Reaktionsgeschwindigkeiten erfolgte durch In- 
kubation im Wasserbad (Temperaturkonstanz + 0,1°) und Entnahme aliquoter 
Teile zu den angegebenen Zeiten; dann wurden die Differenzspektren gegeniiber 
einer Probe ohne Glucosammoniumchlorid aufgenommen. Hierfiir diente beim 
20°-Versuch, bei dem sich die Reaktion iiber mehrere Tage hinzog, ein Beckman- 
DU-Spectrophotometer; fiir die rascher ablaufenden Reaktionen bei 33° und 40° 
verwendeten wir das selbstregistrierende Spectrophotometer Beckman DK-2. 


Benzidintest: Eine Lésung von 2,15 g Glucosammoniumchlorid, 9,27 g 
H,BO, und 6 g NaOH in 1/ Wasser lie8 man 30 Stdn. stehen, neutralisierte dann 
mit Salzsaure und destillierte unter Stickstoffatmosphare. Nach einem Vorlauf von 
40 ml wurde das Destillat mit Benzidin in Athanol-Essigsaiure gepriift®. Eine deut- 
liche rotviolette Farbung zeigte die Anwesenheit von Furfurol an. 


Zusammenfassung 


Die Furfurolbildung beim Glucosaminabbau in Gegenwart von 
Borationen wurde verfolgt und die spezifischen Geschwindigkeits- 
konstanten bei 20, 33 und 40° wurden gemessen. Die Befunde stimmen 
gut iiberein mit den friiher nach einer anderen Methode bei hdheren 
Temperaturen erhaltenen Werten. Aus den kombinierten Ergebnissen 
wurde AH = 25,8 kcal/Mol und 4S = 12,3 cal pro Grad und Mol be- 
rechnet. Das gebildete Furfurol wurde durch sein UV-Spektrum und 
durch Reaktion mit Benzidin identifiziert. Eine allgemeine Basen- 
beteiligung bei der Reaktion wurde nachgewiesen. 


Summary 


The rates of furaldehyde production from glucosamine degradation 
in the presence of borate ions are observed, and the specific rate con- 
stants are uniquely determined at 20, 33 and 40°. The results agree well 
with values for the same constant at higher temperatures as determined 
by another method. The combined results give 1H = 25.8 kcal./mole. 
and AS = 12.3 cal./deg. per mole. The furaldehyde produced is identified 
as furfural on the basis of its ultraviolet absorption spectrum and by the 
benzidine test. The existence of a generalized base participation in the 
reaction is demonstrated. 


Professor Dr. H. K.Zimmerman, Department of Chemistry, University of 
Pacific, Stockton 4, California/USA. 
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« . . eo > . 4 . 
Uber die Aminosaurezusammensetzung der Gehirnproteine 
Von 
H. G. Knauff, G. Mayer und D. Marx 


Aus der II. Medizinischen Klinik der Universitit Miinchen 
Direktor: Professor Dr. Dr. G. Bodechtel 


(Der Schriftleitung zugegangen am 6. Juni 1961) 


Ungefahr 40% des Hirntrockengewichts bzw. 10% des Frisch- 
gewichts bestehen aus Proteinen. Trotzdem ist iiber diese Stoffe weniger 
bekannt als tiber andere Gehirnbestandteile'*. Methodische Griinde 
dirften mit dafiir verantwortlich sein. Das héchst komplizierte Lipo- 
proteidsystem des Gehirns mit verschiedenen, leicht denaturierbaren 
Protein- und Lipoidkomponenten erschwert namlich die Gewinnung 
sauberer Fraktionen auBerordentlich. Die Aminoséurezusammensetzung 
der Hirnproteine ist daher noch weitgehend unbekannt. Insbesondere 
wurde bisher fast nie die Zusammensetzung der Gesamtproteine des 
Zentralnervensystems zu bestimmen versucht. Seit friihen Arbeiten von 
Halliburton? isolierte man meist nur einzelne Proteinfraktionen zu 
weiterer Analyse. Genaue Werte fiir den Aminosaurebestand des Gesamt- 
hirns lassen sich daraus nicht errechnen, da die von verschiedenen Au- 
toren mit unterschiedlicher Methodik erhaltenen Fraktionen nicht iiber- 
einstimmen. 

Die in ziemlich weitem Bereich schwankenden Angaben 4lterer Autoren 
(siehe z. B. 1. c.4» 5) iiber die Gesamtproteine des Zentralnervensystems haben heute 
nur noch historisches Interesse, obwohl ihre Werte selbst in neueren Ubersichten? 
oft als einzige Angabe zitiert werden. In neuerer Zeit hat Block® die Gehirn- 
proteine untersucht. Er gibt jedoch nur die Relativwerte einiger Proteinamino- 
sdiuren des Gesamthirns, bezogen auf den Proteinstickstoff, an. Andere Autoren*:7) 
erhielten durch Papier- oder Starkegel-Elektrophorese 7—10 verschiedene Protein- 
fraktionen, erfaBten damit jedoch nicht den gesamten Proteinbestand des Zentral- 
nervensystems. Sie haben die Aminosiurezusammensetzung nicht naher unter- 


1 R. J. Rossiter, in 1. ¢.2, 8. 11 

2K. A.C. Elliott, I. H. Page u. J. H. Quastel, Neurochemistry, Ch. C. 
Thomas, Publ., Springfield, Ill. 1955. 

3 J.N.Cumings, J. clin. Pathol. 12, 489 [1959]. 

4 W. D. Halliburton, J. Physiology 15, 90 [1894]. 

5 D. Petrowsky, Pfliigers Arch. ges. Physiol. Menschen Tiere 7, 367 [1873]; 
W. Koch u. 8. A.Mann, J. Physiology 36, 36 [1907]; E. Abderhalden u. 
A. Weil, diese Z. 88, 425 [1913]; A. Palladin u. D. Zuwerkalow, ebenda 139, 
57 [1924]. 

6 R. J. Block, J. biol. Chemistry 119, 765 [1937]; 120, 467 [1937]; 121, 411 
[1937]; Arch. Biochemistry 31, 266 [1951]. 

7 L. Demling, H. Kinzlmayer u. N. Henning, Z. ges. exp. Med. 122, 
416 [1954]. 

8 G. Hofman u. H. Schinko, Klin. Wschr. 34, 86 [1956]; A. V. Palladin. 
in 1. c.*, S. 456; D. M. Robertson, J. Neurochem. 1, 358 [1957]. 

® D. Richter, Metabolism of the Nervous System, Pergamon Press, London 
u. New York 1957. 
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sucht. Dingman und Mitarbeiter!® haben durch Ammoniumsulfatfallung und 
fraktionierte Extraktion mit NaCl-Lésung die Gesamtproteine erfaBt und in sieben 
verschiedenen Komponenten getrennt bestimmt. Sie geben quantitative Werte fiir 
Gesamtprotein-, Lipid- und Nucleinsiuregehalt an, bestimmten aber lediglich den 
Anteil an Arginin und Prolin. Die Gesamtproteinkonzentration betragt nach dieser 
sorgfaltigen Arbeit 70-+ 10 mg pro Gramm frisches Hirngewebe. 

Die Aminoséurezusammensetzung der Proteolipide!, die einen wichtigen 
Bestandteil der Myelinscheiden darstellen, wurde bisher ebenfalls nicht weiter 
untersucht. Nur Uzman und Mitarbeiter!, die kiirzlich iiber lipophile Peptide 
und Proteine des Zentralnervensystems berichteten, haben bei einer ihrer Frak- 
tionen die Aminosiurezusammensetzung bestimmt. 


Die Umsatzrate der Hirnproteine ist ziemlich hoch?* 14, Ihre Amino- 
siuren stehen in dauerndem lebhaftem Austausch mit den freien Amino- 
sauren!® 14-17, Tajtha und Mitarbeiter !* 17 ermittelten mit radioaktiv 
markiertem Leucin und Lysin fiir die Hirnproteine eine Halbwertszeit 
von 2—3 Tagen. Versuche mit Methionin-[°S] ergaben ein ahnliches 
Resultat 15: 18,19, 

Das Spektrum der freien Hirnaminosauren unterscheidet s ich jedoch 
erheblich von dem der Proteinaminoséuren. Roberts, Frankel und 
Harman”? haben dies bereits bemerkt. Ihre ziemlich grobe, semi- 
quantitative Methodik erméglichte jedoch keine genaueren Aussagen. 
Wir haben in friiheren Arbeiten*!-*4 iiber die freien Aminosaéuren von 


10 W. Dingman, M.B.Sporn u. R.K. Davies, J. Neurochem. 4, 154 
[1959]. 

11 J. F. Folch u. M. Lees, J. biol. Chemistry 191, 807 [1951]; J. F. Folch, 
M. Lees u. G. Sloane-Stanley, ebenda 226, 467 [1957]; J. M. Folch, M. Lees 
u. 8S. Carr, Exp. Cell Res., Suppl. 5, 58 [1958]. 

2 LT. L. Uzman u. H. Rosen, Arch. Biochem. Biophysics 76, 490 [1958]; 
L. L. Uzman u. M. Rumley, ebenda 89, 13 [1960]. 

13 A. Lajtha, J. Neurochem. 8, 358 [1959]. 

14 A. Geiger, J. Neurochem. 5, 311 [1960]; S.S. Barkulis, A. Geiger, 
Y. Kawakita u. V. Aguila, ebenda 5, 339 [1960]. 

15 M. K. Gaitonde u. D. Richter, Proc. Roy. Soc. [London] Ser. B. 145, 
85 [1956]; dieselben in 1. c.®, S. 449. 

16 A. Lajtha u. S.S. Furst, in H. Waelsch, Ultrastructure and Cellular 
Chemistry of Neural Tissue, Academic Press, Inc. Publ., New York 1955; D. E. 
Clouet u. D. Richter, Biochem. J. 65, 20 P [1957]. 

17 A. Lajtha, S. Furst, A.Gerstein u. H. Waelsch, J. Neurochem. 1, 
289 [19&7]. 

18 P. Cohn, M. K. Gaitonde u. D. Richter, J. Physiology 126, 7 P [1954]; 

19 M. K. Gaitonde u. D. Richter, Biochem. J. 59, 690 [1955]; J. Fischer, 
J. KoluSek u. Z. Lodin, Nature [London] 178, 1122 [1956]; J. Fischer, Z. Lo- 
din u. J. KoluSek, ebenda 181, 341 [1958]; J. Krawszynski, 8S. Wiszniowska 
u. D. Drewnowaka, J. Neurochem. 5, 109 [1959]. 

20 EK. Roberts, S. Frankel u. P. J. Harman, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 
74, 383 [1950]. 

21 H.G. Knauff, Nature [London] 182, 937 [1958]; H.G. Knauff u. 
H. Zickgraf, diese Z. 312, 264 [1958]. 

22 H.G. Knauff, W. Mialkowsky u. H. Zickgraf, Z. klin. Med. 155, 
483 [1959]. 

2 H.G. Knauff u. F. Bock, Klin. Wschr. 38, 553 [1960]; dieselben, J. 
Neurochem. 6, 171 [1961]. 

24 H.G. Knauff u. P. Schabert, Klin. Wschr. 89, 778 [1961]. 
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Gehirn und Liquor cerebrospinalis berichtet und fiir viele Substanzen 
quantitative Werte angegeben. Aus der Gegeniiberstellung dieser Werte 
mit denen der Protein-Aminoséuren erwarteten wir weitere Einblicke 
in Funktion und Stoffwechselrate der freien Aminosduren. Fiir Stoffe, 
die in hoher Konzentration in den Proteinen, aber nur in verschwindend 
geringer Menge frei vorkommen, ist eine Eigenfunktion als freie niedrig- 
molekulare Substanzen weniger wahrscheinlich. Sie diirften hauptséch- 
lich als Bausteine h6hermolekularer Stoffe gebraucht werden. Umgekehrt 
spricht eine hohe Konzentration einer freien Aminosaure bei relativ 
geringerem Vorkommen in gebundener Form fiir wesentliche Eigen- 
funktionen dieser Aminosaure, selbst wenn man unterschiedliche Um- 
satzraten der verschiedenen Einzelsubstanzen voraussetzt. 


Methodik 


Unsere Werte wurden an 20 gesunden Whistar-Albinoratten aus einheitlichem 
Laborstamm im Gewicht von 200—240 g gewonnen. Fiir Vorversuche zur Aus- 
arbeitung einer geeigneten, reproduzierbare Ergebnisse liefernden Methodik waren 
iiber 80 weitere Tiere erforderlich. 

Die Tiere wurden ohne Narkose durch Genickschlag getétet. Um Blutungen 
ins Gewebe oder in die Schaidelkapsel zu vermeiden, wurde gleichzeitig die Blut- 
zufuhr zum Gehirn durch eine Gummischlinge abgedrosselt. Die Kopfhaut wurde 
sofort mit einer Rasierklinge aufgeschlitzt und der Schaidel mit einem kraftigen 
Skalpell halbiert. GroB- und Kleinhirn konnten dann leicht und schnell mit zwei 
anatomischen Pinzetten herausgehoben werden. Blutspuren wurden mit einem 
FlieBpapier abgetupft. Die Hirnsubstanz wurde auf ein gekiihltes Uhrglas gelegt. 
Das Uhrglas befand sich in einem kleinen, von fliissiger Luft umgebenen Metall- 
gefaB und hatte eine Temperatur von weniger als —150°. In 10—15 Sek. waren die 
Gehirne durchgefroren. Die Zeit vom Téten der Tiere bis zum vélligen Einfrieren 
des Gewebes dauerte 30—40 Sekunden. 

Bei fritheren Versuchen haben wir die ganzen K6pfe in fliissige Luft getaucht**, 
Wegen der schlechten Warmeleitfaihigkeit des Gewebes, insbesondere der Schadel- 
kapsel, vergeht dabei mindestens eine Minute, bis die Gehirne restlos durch- 
gefroren und alle Stoffwechselvorginge unterbrochen sind. Da auch die Entnahme 
des Gehirns am tiefgefrorenen Kopf wesentlich schwieriger ist als im Frischzustand, 
gaben wir dem hier geschilderten Verfahren den Vorzug. 

Die gut durchgefrorenen Gehirne wurden auf dem Uhrglas gewogen und dann 
in ein vorgekiihltes Homogenisierungsréhrchen iibergefiihrt, das sich in einem Eis- 
bad befand und 6 ml salzsaures Aceton enthielt (1 Tl. 0,ln HCl + 4 Tle. Aceton). 
Das gekiihlte Uhrglas verblieb dabei auf dem Wageteller. Sein Gewicht muBte 
wegen der Reifbildung sofort nach der Abnahme des Gehirns abgelesen werden. 
Das Gehirn wurde 5 Min. im Potter-Homogenisator bei mittlerer Tourenzahl 
homogenisiert und das Homogenat dann 10 Min. mit 13000 U./Min. in einer Kiihl- 
zentrifuge zentrifugiert. Der Niederschlag wurde mit 4 m/ gekiihltem Aceton nach- 
gewaschen und erneut abzentrifugiert. Er enthielt die Proteine und einen Teil der 
Lipoide, darunter die Hauptmenge der Kephaline, die ebenfalls Aminosauren ent- 
halten und daher entfernt werden miissen. Die Fraktion der freien Aminosauren 
war dagegen quantitativ im Uberstand enthalten, ferner die gréBere Menge der 
Neutralfette. Der mit Aceton gewaschene Niederschlag wurde im Zentrifugen- 
rohrchen zwei Tage lang im Vak. bis zur Gewichtskonstanz getrocknet und dann 
in einem kleinen Porzellanmérser zu einem feinen Pulver verrieben. Dieses wurde 
nochmals gewogen und 4 Stdn. im Soxhlet-Apparat in einer besonders dichten 
Hiilse mit wasserfreiem Ather extrahiert. Die Hirnproteine blieben dabei, wie 
Versuche ergaben, quantitativ zuriick. Etwa 90°, der im Niederschlag vorhandenen, 








Hii 
vol 
bei 


ges 
Wa 
gen 
Ast 
salz 
lich 
mit 
Lés 
mui 


tren 
eluti 


H. G 
Phat 








Zen 
erte 
icke 
ffe, 
end 
rig- 
ich- 
shrt 
ativ 
ren. 


Jm- 


hem 
Aus- 


aren 


igen 
slut. 
irde 
igen 
weil 
nem 
egt. 
tall. 
die 


ren 


it 28, 
del- 
rch- 
ume 
ind, 


ann 
Eis- 
on). 
iBte 
len. 
rah 
ihl- 
uch- 
der 
ant- 
ren 
der 
en- 
ann 
rde 
ten 
wie 
len, 











Bd. 326 (1961) 





81 


Aminosaurezusammensetzung der Gehirnproteine 





aminosaurehaltigen Kephaline konnten dagegen entfernt werden. Eine hundert- 
prozentige Extraktion der Kephaline ist nicht mdéglich, da sie viele Stunden be- 
tragen wiirde. Dabei wiirden dann auch kleinere Mengen anderer ninhydrin-farb- 
barer Substanzen (wahrscheinlich Lipoproteine) in Lésung gehen. 

Der Extraktionsriickstand wurde durch mehrfaches Nachspiilen mit 6n HCl 
aus der Soxhlet-Hiilse entfernt. Um sicher zu gehen, daB keine EiweiBreste in der 
Hiilse zuriickbleiben, haben wir in einigen Fallen die Hiilsen zerkleinert und mit 
Salzsiure hydrolysiert. In dem Hydrolysat der Hiilse wurden nur geringe Amino- 
siurespuren gefunden. Nennenswerte Verluste scheinen also nicht einzutreten. 

Der EiweiB8niederschlag wurde dann zusammen mit der zum Auswaschen der 
Hiilse benutzten Salzsaure in einem Hydrolysierkélbchen mit 6n HCl zu einem End- 
volumen von 30 ml aufgefiillt, unter Stickstoff im Vak. eingeschmolzen und 12 Stdn. 
bei 115° hydrolysiert. 

Das Hydrolysat wurde durch eine Glasfritte filtriert, diese mit 0,1n HCl nach- 
gespiilt und die Salzsiure im Vak. abgedampft. Der Riickstand wurde mit dest. 
Wasser aufgenommen, zur Trockene eingeengt und nochmals mit dest. Wasser auf- 
genommen. !/, der Gesamtmenge wurde in einer modifizierten Apparatur nach 
Astrup®, die eine bessere Kiihlung erlaubte®?, 20 Min. lang elektrolytisch ent- 
salzt. Dabei traten, wie umfangreiche Vorversuche ergaben, noch keine wesent- 
lichen Verluste ein. Die entsalzte Lésung wurde erneut vollig eingeengt und dann 
mit 1 ml 0,1n HCi/0,08 g urspriingliche Hirntrockensubstanz aufgenommen. Diese 
Lésung kcnnte unmittelbar zur papierchromatographischen Aminosaurebestim- 
mung verwendet werden. 

Von jedem Hydrolysat wurde zunachst ein zweidimensionales Elektro- 
phero-Chromatogramm angefertigt. Wir benutzten dazu das friiher angegebene 
kombinierte Verfahren, bei dem das Aminosaéuregemisch in erster Dimension durch 
Hochspannungselektrophorese und dann in zweiter Dimension auf dem gleichen 
Bogen durch aufsteigende Papierchromatographie aufgetrennt wird 2%) 26, Zur Hoch- 
spannungselektrophorese verwendeten wir einen Ameisensaure-Eisessig-Puffer vom 
pH 1.9. Die Spannung betrug 4—6000 V (70—100 V/cm). Zur anschlieBenden 
Chromatographie benutzten wir das Gemisch Butanol/Eisessig/Wasser 4:1: 5. 
Die mit Ninhydrin nach Levy und Chung?’ gefarbten Chromatogramme ge- 
statteten eine sofortige Identifizierung der einzelnen Aminosauren. 

Die quantitative Bestimmung wurde nach einem friiher angegebenen?%, ein- 
dimensionalen, papierchromatographischen Verfahren durchgefiihrt, das in An- 
lehnung an das Vorgehen von Fischer und Dérfel?®, sowie von GraBmann, 
Hannig und Pléck1*® entwickelt wurde. Die groBe Zahl verschiedener Amino- 
siuren in den Hydrolysaten erforderte jeweils 3 Chromatogramme in 3 verschie- 
denen Laufmitteln nebeneinander. Wir verwendeten stets die Gemische n-Butanol/ 
Kisessig/Wasser 4: 1:5, Methylathylketon/Pyridin/Wasser 7: 1,5: 1,5, und Iso- 
propylalkohol/Eisessig/Wasser 7 : 1,5: 1,5. 

Die Chromatogramme wurden durch Einschnitte in Langsrichtung in mehrere 
getrennte Streifen unterteilt. Auf einen Streifen wurden jeweils 0,005 ml, ent- 
sprechend den Proteinaminoséuren von 0,4 mg Hirntrockensubstanz, auf einen 
zweiten Streifen 0,015 ml, entsprechend 1,2 mg Trockensubstanz, aufgetragen. 

Zur Kontrolle und zur Bestimmung einiger papierchromatographisch nicht 
trennbarer oder schlecht anfarbbarer Aminosaéuren wurden bei einigen Ratten auch 
elutionschromatographische Bestimmungen an Ionenaustauschersiulen mit auto- 


25 'T. Astrup, Acta chem. scand. 5, 1343 [1951]. 

26H. G. Knauff, H. Selmairu. A. Reitlinger, Klin. Wschr. 38, 812 [1960]. 

27 A. L. Levy u. D. Chung, Analytic. Chem. 25, 396 [1953]. 

28 H.G. Knauff, P. Dieterle u. H. Zickgraf, diese Z. 316, 186 [1959]; 
H. G. Knauff u. F. Windsheimer, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. 
Pharmakol. 289, 442 [1960]. 

29 F. G. Fischer u. H. Dérfel, Biochem. Z. 324, 544 [1953]. 

30 W. GraBmann, K. Hannig u. M. Pléckl, diese Z. 299, 258 [1955]. 
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matischer Registrierung der Ergebnisse nach Spackman, Stein und Moore®% 
mit der von Hannig*® entwickelten Apparatur (Hersteller: Bender und Hobein, 
Miinchen) durchgefiihrt. Dazu wurden jeweils 1,6 mg des Proteinhydrolysates, 
gelést in 2 ml Pufferlésung, entsprechend 4 mg des Hirntrockengewichts zur Be. 
stimmung der neutralen und sauren Aminosauren auf eine mit Dowex 50 X8 
gefiillte Austauschersiule und die gleiche Menge zur Bestimmung der basischien 
Aminosiauren auf eine mit Amberlite IRC-50 gefiillte Siule aufgetragen. Wir haben 
friiher** iiber methodische Einzelheiten dieses Verfahrens berichtet. 


Ergebnisse 

In den Hydrolysaten der Gesamtproteine des Rattengehirns wurden 
folgende Stoffe regelmaBig qualitativ nachgewiesen: Alanin, Arginin, 
Asparaginsaure, Cystin, Glutaminsaure, Glycin, Isoleucin, Leucin, Lysin, 
Ornithin, Methionin, Phenylalanin, Prolin, Serin, Threonin, Tyrosin und 
Valin. 

Einen Uberblick iiber das Aminosaurespektrum eines solchen Hy- 
drolysates gibt das in Abb. 1 wiedergegebene, kombinierte, zweidimen- 
sionale Elektrophero-Chromatogramm. Zu Chromatogrammen der freien 
Gehirnaminosauren, wie wir sie an anderer Stelle** veréffentlicht haben, 
besteht ein deutlicher Unterschied. Die Flecken von Glutaminsiure, 
Glutamin, y-Amino-butterséure, Serin und Taurin, die dort das Bild 
beherrschen, sind wesentlich schwacher ausgepragt oder fehlen ganz. 
Glutamin wird bei der Hydrolyse zerstért, y-Amino-buttersaure und 
Taurin kommen in den Proteinen nicht vor. Die Flecken von Arginin, 
Methionin, Lysin/Ornithin, Prolin und Tyrosin erscheinen dagegen 
bei den Hydrolysaten wesentlich deutlicher. Auch die Flecken von 
Alanin, Glycin, Leucin, Isoleucin und Valin sind viel intensiver und be- 
herrschen das Chromatogramm. 





7 
| 


Abb. 1. Zweidimensionales Elektrophero-Chromato- 

gramm des Hydrolysates der Proteinfraktion eines 

normalen Rattengehirns. Auftragsstelle im Schnitt- 
punkt der Geraden. 


1. Hochspannungselektrophorese: 6000 V_ (100) 
V/cm), 25 mAmp, 180 Min., pH 1,9. 2. Aufsteigende 
*Papierchromatographie senkrecht zur elektropho- 
retischen Trennrichtung, 220 Stdn. in Butanol 
Eisessig/Wasser 4: 1:5. Farbung nach Levy und 
Chung?’. Auftragsmenge 4 ul entsprechend den 
proteingebundenen Aminosauren aus etwa 0,3 mg 
Hirngewebe. 








3. —D. H.Spackman, W.H.Stein u. 8. Moore, Analytic. Chem. 30, 1190 
[1958]; S. Moore, D.H.Spackman u. W.H. Stein, ebenda 30, 1185 [1953]. 

32 K. Hannig, Clin. chim. Acta 4, 51 [1959]. 

33 H.G. Knauff, H.Selmair u. H. Zickgraf, diese Z. 318, 73 [1960]; 
H. G. Knauff u. P. Schabert, Klin. Wschr. 38, 1206 [1960]. 
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Ein quantitativ ausgewerteter, eindimensionaler Chromatographie- 
streifen ist in Abb. 2 wiedergegeben. Dariiber befindet sich die zugehoérige 
Extinktionskurve, die sich aus acht gut getrennten und gut auswert- 
baren GauBkurven zusammensetzt. Das Chromatogramm wurde in 
Methylathylketon/Pyridin/Wasser 7 :1,5:1,5 entwickelt. Bei Verwendung 
der anderen Lésungsmittel entstanden jeweils andere Banden. Dadurch 
konnten insgesamt zw6lf verschiedene Einzelaminosauren papier- 
chromatographisch bestimmt werden. 


Asp bly 
lys Ser Thr Ala Val Leu 
Orn Arg Glu Tyr Hleu 


1 JWVAA Al\ 


Abb. 2. Eindimensionales Chromatogramm des Hydrolysates der Gehirnproteine 
einer normalen Ratte nach Chromatographie in Methylathylketon/Pyridin/Wasser 
7:1,5: 1,5. Farbung mit Ninhydrin (spater zur Haltbarmachung mit Kupferlésung 
bespriiht). Dariiber die zugehérige Extinktionskurve. Auftragsmenge 5 yl, ent- 
sprechend den Proteinen aus 0,4 mg Hirntrockensubstanz. Man erkennt 8 Gaub- 
kurven, die in Verbindung mit ahnlichen, in anderen Laufmitteln entwickelten 
Chromatogrammen, eine exakte, quantitative Auswertung erlauben. Der Pfeil 
markiert die Startlinie. 





Die Aminosauren eines Teiles der Hydrolysate wurden auBer durch 
Papierchromatographie auch durch Elutionschromatographie an Ionen- 
austauschersadulen quantitativ bestimmt. Diese genauere Methode wurde 
hauptsaéchlich zur Kontrolle der papierchromatographisch ermittelten 
Werte eingesetzt. Ein entsprechendes Chromatogramm ist in Abb. 3 
wiedergegeben. Man erkennt hier 18 Gipfel, die den Aminosaduren aus 
1,6 mg Gehirnproteinen entsprechen. Neben den bereits papierchromato- 
graphisch bestimmten Substanzen konnten Methionin, Phenylalanin und 
Prolin zusatzlich bestimmt werden. Die bei der Papierchromatographie 
haufig schlecht getrennten Aminosaéurepaare Arginin-Asparaginsaure 
und Serin-Glykokoll konnten ebenfalls einwandfrei getrennt und genau 
bestimmt werden. Dies war ein wesentlicher Vorteil, da wir trotz Chro- 
matographie in jeweils drei verschiedenen Laufmitteln, bei einigen 
Ratten lediglich einen gemeinsamen Wert fiir beide Substanzen hatten 
angeben kénnen. 

Die quantitative Berechnung der bei sémtlichen Ratten erhaltenen 
Chromatogramme ergab die in der Tabelle zusammengefaBten Werte. 
Die elutionschromatographisch ermittelten Werte stimmen in jedem Fall 
so eng mit den papierchromatographisch ermittelten Werten iiberein, 
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normalen Rattengehirns. Analysenmenge 1,6 mg, entsprechend den Proteinen aus 
4 mg Rattengehirn (Trockengewicht). Ausgezogene Kurven: Messung bei 578 mp; 
gestrichelte Kurven: bei 436 my. 


daB wir auf ihre gesonderte Wiedergabe verzichten. In der Tabelle sind 
ferner zum Vergleich die friiher® fiir freie Gehirnaminosauren ermittelten 
Werte mit aufgefiihrt. 

Setzt man die Konzentration der Proteinaminoséuren zu der der 
freien Aminoséuren in Beziehung, dann erhalt man die in der letzten 
Spalte der Tabelle zusammengefaBten Relationszahlen. Da Glutamin bei 
der Hydrolyse in Glutaminséure umgewandelt wird, haben wir auch bei 
den freien Aminoséuren beide Substanzen als Glutaminsdure ausge- 
driickt. Die Relationszahlen zeigen erhebliche Unterschiede zwischen 
den einzeinen Aminoséuren. Taurin und y-Amino-buttersaéure, die als 
freie Substanzen im Gehirn in erheblicher Menge vorkommen, sind keine 
EiweiBbausteine. 

Wenn man aus den freien und aus den Proteinaminosauren jeweils 
den Gesamtaminosaurestickstoff berechnet und die Einzelsubstanzen als 
Prozent des Gesamtaminosaurestickstoffs ausdriickt, lassen sich die 
Unterschiede im Aminosaurespektrum zwischen freien und gebundenen 
Aminosauren des Zentralnervensystems leicht tiberblicken. 

In Abb. 4 ist das Aminoséurespektrum als Kreis dargestellt, in dem 
die Einzelaminosduren durch Sektoren reprasentiert werden. Um einen 
Vergleich der freien Aminosauren mit allen ,,gebundenen‘‘ Aminosaéuren 
des Gehirns zu erméglichen, wurden in der Zeichnung nicht nur die Pro- 
teinaminosauren beriicksichtigt, sondern auch das in den Phosphatiden 
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Konzentration der Proteinaminoséuren in mg/g Hirngewebe (Frischgewicht) bei 
einer Serie von 20 normalen Ratten. Die mit * bezeichneten Werte konnten nur 
elutionschromatographisch ermittelt werden. Da diese zusatzliche Bestimmung 
nur bei wenigen Ratten durchgefiihrt wurde, verzichteten wir auf die Angabe von 
Standardabweichungen oder Schwankungsbreiten. Glycin und Serin wurde zwar 
bei allen Ratten papierchromatographisch bestimmt, die Trennung der Glycin- 
und Serinbanden war jedoch oft ungeniigend, so daB wir einen gemeinsamen Wert 
fir beide Substanzen angegeben haben. Die Einzelwerte fiir Glycin und Serin 
wurden elutionschromatographisch bestimmt. Zum Vergleich wurden in Spalte 4 
auch die einer friiheren Arbeit?* entnommenen Werte der freien Gehirnamino- 
siuren (in ug/g Frischgewicht) mit aufgefiihrt. Der Quotient aus der Konzentration 
der Proteinaminoséuren durch die Konzentration der freien Aminoséuren ergibt 
die in Spalte 5 aufgefiihrten Relationszahlen. Die mit ** bezeichneten Werte 
wurden der Literatur** entnommen. 

















Proteinaminosauren [mg/g] freie gebundene/ 
Substanz Aminos. freie 
M +o Schwankungsbr. [ug/g] Aminos. 

I aes 5,87 0,57 4,45— 6,56 60,8 96,6 
|| i rr 9,63 1,89 7,88—11,52 14,0 ** 687,9 
Asp . aes 7,34 0,16 7,10— 7,59 226,1 32,5 
Cystm .« ; 1,51 0,33 0,93— 2,36 12,0 125,8 
Gass . 2] Teel 1,23 13,63—16,45 1756,8 8,5 
ROMs. cs: vere 4,15* — — 146,5 28,4 
Gly + Ser. . 9,23 1,86 6,65—11,90 -- — 
Sa.) os aye 5,47 — _— 9,0** 607,8 

Cl 6,14 1,08 4,91— 8,33 
So \ 51,7 363,1 

eu. ss | TS 1,38 10,48—16,77 
Lys + Orn . 8,40 0,94 7,05—10,97 13,5 622,0 
meb. Sw lg 3,00* — _ 15,0** 200,0 
ee 7,10* — — 12,0** 591,7 
EEO. Sa % 6,60 * -- = 16,0 ** 412,5 
Ser... ..| 5,07* = ae 69,7 72,7 
| re 5,20 1,34 3,10— 7,34 42,3 122,9 
OWT 5. fe isis 4,32 1,21 2,58— 6,23 11,0 392,7 
WAALS eS 6,61 1,34 5,65— 8,47 14,9 443,6 

















enthaltene Athanolamin und Serin. Die Werte fiir die Stoffe betragen 
0,60 mg Serin und 1,07 mg Athanolamin pro g frische Hirnsubstanz. 
Uber ihre Bestimmung werden wir an anderer Stelle®® berichten. Sie 
machen gegentiber den Proteinaminosduren nur wenige Prozent aus. 


34H. H. Tallan, S.Moore u. W.H.Stein, J. biol. Chemistry 211, 927 
[1954]. 
35 H. G. Knauff, G. Mayer u. D. Marx, diese Z., im Druck. 
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Abb. 4. Prozentuale Verteilung der freien (links) und der in héhermolekularen 

Stoffen (rechts) (Proteine, Phospatide) enthaltenen Aminosaéuren und Amine. Der 

Anteil der einzelnen Aminoséuren am Gesamtaminostickstoff wird durch verschieden 

getinte Kreissektoren reprasentiert. Das phosphatidgebundene Serin (0,6 %, Sektor 
im Serin) und’ Athanolamin (1,9%) wurden ebenfalls beriicksichtigt. 


y-ABS = y-Amino-butterséure, At = Athanolamin, P-At = Phosphoathanolamin 


Diskussion 

Fir die meisten Protein-Aminosduren des Gesamthirns kénnen wir 
zum ersten Mal genaue Absolutwerte vorlegen. Die Summe samtlicher 
von uns bestimmter Aminoséuren betragt 113,23 mg/g frisches Hirn- 
gewebe. Wenn man von diesem Wert das Gewicht der Wasser-Molekiile 
abzieht, die bei der hydrolytischen Spaltung der Peptidbindungen der 
Proteine aufgenommen werden, dann ergibt sich mit 98,0 mg Protein 
pro Gramm Hirngewebe ein gut mit den Angaben von Dingman, 
Sporn und Davies!® iibereinstimmender Wert. Auch der von ihnen an- 
gegebene prozentuale Anteil an Prolin und Arginin, den beiden Amino- 
siuren, die diese Autoren naher untersucht haben, stimmt mit unseren 
Werten tiberein. 

Auch im Gehirn liegen die proteingebundenen Aminosauren in er- 
heblich gr6éBerer Menge vor, als die freien Aminoséuren. Mit Ausnahme 
der y-Amino-buttersaéure gilt dies auch fiir diejenigen Stoffe, die dort 
besondere Funktionen erfiillen, wie freie Glutaminsaiure. Insgesamt 
unterscheidet sich das Aminosaéurespektrum der Proteinaminosauren 
erheblich von dem der freien Aminosdéuren des Gehirns*? und des Li- 
quor cerebrospinalis®® 4, Es wird nicht wie dort durch wenige, in groBer 
Menge vorhandene Substanzen beherrscht, denen nur geringe Mengen 
aller anderen Aminosauren gegeniiberstehen, sondern man findet, ahnlich 
wie beim Aminoséurespektrum anderer Kérperproteine oder der freien 
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Plasmaaminosauren?®, ein ausgeglicheneres Verhaltnis zwischen den 
einzelnen Aminosdéuregruppen. Glutaminsiure und Asparaginsaure 
machen zusammen etwa 17% des Gesamtaminosaurestickstoffs aus. Die 
Basen einschlieBlich des in den Kephalinen enthaltenen Athanolamins 
bestreiten etwa den gleichen Prozentsatz. Die restlichen 70% verteilen 
sich auf die neutralen Aminosauren, von denen, wie bei den freien Plasma- 
aminoséuren oder den Aminosauren anderer Proteine, die aliphatischen 
Monoaminomonocarbonsauren die Hauptmenge ausmachen. 

Die Relationszahlen, die das Verhaltnis der Proteinaminosauren zu 
den freien Aminosauren angeben, sind fiir die einzelnen Substanzen wieder 
sehr unterschiedlich und schwanken von 8 bis zu 700. y-Amino-butter- 
siure und Taurin sind sogar ausschlieBlich in freier Form vorhanden. Auf 
jedes Molekiil freier Glutaminséure kommen dagegen trotz seiner hohen, 
alle anderen freien Aminosauren tibertreffenden Konzentration 8 Molekiile 
proteingebundener Glutaminsaéure. Auch Asparaginsiure, Glycin und 
Serin kommen im Verhaltnis zur gebundenen Form noch in beachtlicher 
Menge als freie Substanzen vor. Bei Serin ist die Verhaltniszahl jedoch 
schon auf 1:73, bei Mitberiicksichtigung des Phosphatidylserins auf 
1: 80 angestiegen. Bei Alanin, Cystin und Threonin betragt der Kon- 
zentrationsunterschied etwa 1: 100. Bei anderen Aminosauren tritt die 
freie Form ganzlich hinter der gebundenen Form zurtick. Das Extrem 
bilden hier die Basen, bei denen auf 600—700 eiweiBgebundene Molekiile 
nur ein Molekiil der freien Substanz kommt. 

Aus diesen Zahlen geht hervor, daB die aliphatischen Monoamino- 
monocarbonsauren im Gehirn wohl im wesentlichen als Bausteine héher- 
molekularer Stoffe betrachtet werden miissen. Eine Eigenfunktion als 
freie Aminosauren ist nicht nur nicht bekannt, sondern danach nicht 
wahrscheinlich. Die wichtigen Aufgaben, die gerade die Glutaminsaure 
als Schliisselsubstanz des Aminosaurestoffwechsels im Gehirn®® erfiillt, 
geht dagegen aus ihrer niedrigen Verhaltniszahl hervor. Auch fiir Aspa- 
raginsdéure scheinen ahnliche Verhaltnisse zu gelten, wenn auch in ge- 
ringerem Mae. Bei der y-Amino-buttersaure, die nur im Nervensystem 
in erheblicher Menge vorkommt und ausschlieBlich als freie Aminosdure 
angetroffen wird, handelt es sich um einen pharmakologisch hoch aktiven 
Wirkstoff#’. Auch fiir Glycin und Serin ist, verglichen mit anderen Amino- 
siuren, der Anteil der freien Form an der Gesamtmenge noch ziemlich 
groB. Vielleicht haben auch diese Stoffe gewisse eigene Stoffwechsel- 
aufgaben. 





36 H. Weil-Malherbe, Biochem. J. 30, 665 [1936j; Physiol. Rev. 30, 495 
[1950]; Naturwissenschaften 40, 545 [1953]; H. Waelsch, Advances Protein 
Chem. 6, 299 [1951]; H. Weil-Malherbe, Biochem. J. 50, XXIII [1952]; 
H. J. Strecker, in 1. c.°, 8. 459; A. Lajtha, S. Berl u. H. Waelsch, J. Neuro- 
chem. 8, 322 [1959]. 

37 K. Roberts, M. Rothstein u. C. F. Baxter, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 
97, 796 [1958]; D. P. Purpura, M.Girado, T.G.Smith u. J. A.Gomez, 
ebenda 97, 348 [1958]; J. Neurochem. 8, 338 [1959]; Science [Washington] 127, 
1179 [1958]; H. Takahashi, Nature [London] 182, 1443 [1958]. 
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Umgekehrt fallen die extrem hohen Verhaltniszahlen der basischen 
Aminosauren auf. Im Gegensatz zum Liquor cerebrospinalis** liegen 
diese im Gehirngewebe fast ausschlieBlich in gebundener Form vor. Die 
iiber diese Aminoséuren ablaufende Harnstoffsynthese, die fiir die Ge- 
hirnzelle erst kiirzlich bewiesen werden konnte**, mu danach entweder 
mit so hoher Reaktionsgeschwindigkeit ablaufen, daB geringste Sub. 
stratkonzentrationen bereits eine meBbare Syntheseleistung erméglichen, 
oder aber man muB annehmen, da sie im Bedarfsfall schnell durch spe- 
zifische Fermente aus ihren Bindungen gelést und danach rasch wieder 
eingebaut werden kénnen. Die Annahme, da die einzelnen Teilreak- 
tionen des Ammoniakcyclus durch proteingebundene Aminosauren ver- 
mittelt werden, die im Verband der Proteinmolekiile verbleibend, nur 
ihre reaktionsfahigen Gruppen zur Verfiigung stellen, diirfte dagegen 
wenig wahrscheinlich sein. Die gegeniiber den basischen Aminosaéuren 
sehr kleine Relationszahl fiir Glutaminsaiure und Glutamin mag jedoch 
mit als Hinweis dafiir dienen, daB normalerweise die Ammoniakbindung 
an Glutaminsaure fiir die Gehirnzelle von weitaus groBerer Wichtigkeit *° 
zu sein scheint als die Harnstoffbildung und da diese Funktion sicher 
hauptsachlich von der freien Glutaminsaure erfiillt wird. 


Zusammenfassung 

Bei Ratten wurden die Proteine des frischen Hirngewebes isoliert 
und ihre Aminoséuren nach Salzsiurehydrolyse quantitativ bestimmt. 

Die Werte wurden friiher ermittelten Werten fiir freie Gehirnamino- 
siuren gegeniibergestellt und die Relation proteingebundener zu freien 
Aminosauren errechnet. Fiir die einzelnen Substanzen ergaben sich sehr 
unterschiedliche Relationszahlen, die gewisse Schliisse auf die unter- 
schiedliche Bedeutung und Funktion der einzelnen freien Gehirnamino- 
sduren erlauben. 

Summary 


The proteins of fresh rat brain were isolated and their amino acids 
determined quantitatively after hydrolysis with hydrochloric acid. 

These values were compared with previous values for the free amino 
acids of brain, and the ratio of protein-bound to free amino acids cal- 
culated. The ratios are very different for each amino acid; thus certain 
conclusions can be drawn concerning the different significance and 
function of the various free amino acids of the brain tissue. 


Priv.-Doz. Dr. med. H.G. Knauff, II. Medizin. Klinik der Universitat 
Miinchen, Miinchen 15, Ziemssenstr. 1. 


38 M.B.Sporn, W.Dingman, A. Defalco u. R.K. Davies, Nature 
[London] 188, 1520 [1959]; J. Neurochem. 5, 62 [1959]. 

39 H. Waelsch, The Biology of Mental Health and Diseases, S. 106, Hoeber, 
New York 1952; derselbe in 1. c.2, 8.173; 8. P. Bessman u. A. N. Bessman, 
Federation Proc. 18, 336 [1954]; Proc. Soc. exp. Biol. Med. 85, 66 [1954]; J. clin. 
Invest. 34, 622 [1955]; L. T. Webster u. C. J. Gabuzda, ebenda 87, 414 [1958]; 
R. Vrba, Nature [London] 176, 1258 [1955]; J. Neurochem. 1, 12 [1956]. 
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Zur papierchromatographischen Trennung von 
Phosphatiden auf einem neuartigen Kieselgelpapier 


Von 
0. W. Thiele und W. Wober 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Gottingen 
(Der Schriftleitung zugegangen am 16. Juni 1961) 


Die Trennung der Phosphatide auf mit Kieselsaure impragniertem 
Chromatographiepapier! ist mit technischen Schwierigkeiten verbun- 
den?-*, Eine gleichmaBige Impragnierung und ein konstanter Impragnie- 
rungsgrad ist selten zu erzielen, so daB die Reproduzierbarkeit der Er- 
gebnisse haufig zu wiinschen tibrig 1aBt. Auch ist das Papier schwierig zu 
handhaben, weil es leicht briichig wird. 


Eine Verbesserung bringt ein neuartiges, von der Firma Schleicher 
& Schill hergestelltes Kieselgelpapier. Bei diesem wird das Kieselgel be- 
reits bei der Herstellung in die Papierfaser eingearbeitet. Es hat bessere 
Trenneigenschaften als ein impragniertes Papier und 1aBt sich wie norma- 
les Chromatographiepapier handhaben. Eine Hitzeaktivierung eribrigt 
sich, da ohnehin mit wasserhaltigen Steigfliissigkeiten gearbeitet wird. 
Die fiir impragniertes Papier gebrauchlichen Steigfliissigkeiten* sind 
allerdings nicht verwendbar. Vorziiglich eignen sich fiir die neue Papier- 
sorte einige von Beiss und Armbruster’ fiir nicht impragniertes Papier 
angegebene Steigfliissigkeiten : 
A: Diisobutylketon/Methylisobutylketon/Methylathylketon/Chloroform/98proz. 
Ameisensaure/Wasser 30:26:20:110:30:3 
B: Tetrahydrofuran/Diisobutylketon/Wasser 45:5:6 
C: Diisobutylketon/98proz. Ameisenséure/Wasser 40:15:2 


Mit diesen Steigfliissigkeiten erscheinen die Substanzflecken scharf 
begrenzt und ohne Schwanzbildung. Die relativen Wanderungsgeschwin- 
digkeiten einiger Phosphatide verhalten sich umgekehrt als von Beiss 
und Armbruster’ fiir nichtimpragniertes Papier beschrieben. 


Der Kieselgelgehalt des Papiers betragt 35—40%, (als SiO,). Saughdhe in 
beiden Dimensionen 90—110 mm Wasser/30 Min. BogengréBe 46 x 46 cm. 


1 J. G. Kirchner u. G. J. Keller, J. Amer. chem. Soc. 72, 1867 [1950]. 

2 C. H. Lea, D. N. Rhodes u. R. D. Stoll, Biochem. J. 60, 353 [1955]. 

3G. V. Marinetti u. E. Stotz, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 21, 
168 [1956]; G. V. Marinetti, R. F. Witter u. E. Stotz, J. biol. Chemistry 226, 
475 [1957]. 

4G. V. Marinetti, J. Erbland u. J. Kochen, Federation Proc. 16, 837 
[1957]. 

> U. Beiss u. O. Armbruster, Z. Naturforsch. 13b, 79 [1958]. 
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Methodik 


Verwendete Substanzen: 1. Dipalmitoyl-pL-«-lecithin synth. puriss. 
(Fluka, Buchs). — 2. Lecithin aus Sojalecithin (Nattermann, K6ln), siulenchromato- 
graphisch gereinigt®. — 3. Lysolecithin, aus vorstehendem Lecithin durch Einwir- 
kung von Kobragift erhalten’. — 4. Sphingomyelin aus menschlichen Erythrocyten, 
siulenchromatographisch gereinigt®. —5. Dipalmitoyl-pL-«-colaminkephalin synth. 
puriss. (Fluka, Buchs; Mann, New York). — 6. Phosphatidyl-L-serin C.P. (Mann, 
New York). — 7. Distearoyl-L-x-phosphatidyl-serin (Prap. Prof. E. Baer). -— 
8. Phosphatidséure aus saulenchromatographisch gereinigtem® ,,Ovolecithin 
Merck‘ durch Spaltung mit Phospholipase D aus Kohlblattern®. — 9. Cardiolipin 
(Staatl. Seruminstitut, Kopenhagen). — 10. Cerebrosid aus menschlichem Gehirn, 
siulenchromatographisch gereinigt!®. — 11. Cholesterin puriss. (Merck), aus Athanol 
umkristallisiert. — 12. Cholesterinacetat und -stearat, aus Cholesterin und den 
entsprechenden Saéurechloriden gewonnen. — 13. Tristearin (Roth, Karlsruhe). — 
14. Gemisch héherer Fettsiuren. — 15. Gemisch von Laurin- und Myristinaldehyd 
(Schuchardt, Miinchen). — 16. Gemische verschiedener Aminosauren sowie Colamin, 
ferner Glycyl-glycin und Glutathion. — 17. Cholinchlorid (Merck). 

Ausfihrung: Auf die 3 cm vom unteren Rand markierte Startlinie werden 
im Abstand von 2 em je 0,005—0,02 m/ einer etwa Iproz. Losung des Substanz- 
gemisches mit dem Mikropipettiergerait!! aufgetragen. Zum Lésen der Substanzen 
dient Benzol/Isoamylalkohol 1:1 oder Chloroform/Methanol 3:2. Die synthet. ge- 
sitt. Kephaline sind, auch in anderen Lésungsmitteln, schwer léslich, werden jedoch 
durch kurzes Erwairmen auf 50—60° in oben genannten Lésungsmitteln in Lésung 
gebracht. Zugabe von natiirlichen Lecithinen verbessert die Léslichkeit nicht 
wesentlich. 

Die Chromatographie wurde in Faserrichtung aufsteigend bei + 1° ausgefiihrt, 
wobei bessere Trenneffekte erzielt werden als bei Zimmertemperatur. Bei einer 
Steighéhe von 32—40 cm betragt die Laufzeit etwa 15 Stdn. fiir Steigfliissigkeit A, 
12 Stdn. fir B, 22 Stdn. fir C. Es sollte mit méglichst frisch bereiteten Steigfliissig- 
keiten gearbeitet werden; denn die Alterung bewirkt eine allmahliche Zunahme der 
Ry-Werte fiir cholinhaltige Phosphatide und eine schlechtere Trennbarkeit der 
Kephaline. Die tetrahydrofuranhaltige Fliissigkeit B muB8 peroxydfrei sein: wir 
filtrieren in Anlehnung an das fiir Diaithylaither beschriebene Verfahren!? 160 ml 
Tetrahydrofuran durch eine Saule, die etwa 34 g Anionenaustauscher Dowex 1 (OH- 
Form) enthalt, und geben in die fertige Steigfliissigkeit (168 ml) 3—4 g im Stick- 
stoffstrom getrockneten Austauscher. In einer peroxydhaltigen Steigfliissigkeit B 
sind die Ry-Werte der Kephaline extrem hoch, die Trennbarkeit der cholinhaltigen 
Phosphatide ist verschlechtert. 

Farbung: 1. Bromthymolblau* (50 mg Bromthymolblau, 1,25 g Borsaure, 
8 ml In NaOH und 112 ml Wasser): Da sich mit diesem Reagenz alle Lipide (gelb 
auf blauem Grund) farben lassen, ist es als Ubersichtsfarbung und zur Unterschei- 
dung von Lipiden und Nichtlipiden besonders geeignet und erwies sich der Farbung 
mit Rhodamin als iiberlegen. Den beschriebenen Farbumschlag von gelb nach blau 
in einer Ammoniak-Atmosphare konnten wir jedoch nicht feststellen. Bei Choleste- 
rin, Cholesterinestern und Cardiolipin erhielten wir nur eine schwache Farbung. 
Jedoch lassen sich Cholesterin und seine Ester in Tiipfelproben unterscheiden: 

6 PD. N. Rhodes u. C. H. Lea, Biochem. J. 65, 526 [1957]. 

7 C. Long u. I. F. Penny, Biochem. J. 65, 382 [1957]. 

8 §. J. Thannhauser u. N. F. Boncoddo, J. biol. Chemistry 172, 141 
[1948]. 
® F. M. Davidson u. P. Long, Biochem. J. 69, 458 [1958]. 

10 KE. Klenk u. F. Leupold, diese Z. 281, 208 [1944]. 
11 W. Boguth, diese Z. 285, 93 [1950]. 

122 R. N. Feinstein, J. org. Chemistry 24, 1172 [1959]. 
18 H. Jatzkewitz u. H. Mehl, diese Z. 320, 251 [1960]. 
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Cholesterin ergibt einen gelben Fleck auf blauem Grund, Cholesterinester blaue 
Flecken bei schon gelblich verblaBtem Grund. 

2. Ninhydrin™ zum Nachweis von primaren Aminen. 

3. Molybdatophosphorsaure!®: Die Chromatogramme werden 20—30 
Min. in eine 2proz. waBrige Lésung gelegt, dann 30—45 Min. in flieendem Wasser 
gespilt. Die nach Lufttrocknung noch etwas feuchten Papierstreifen werden mit 
einer 0,4proz. Lésung von Zinn(II)-chlorid in 3x HCl bespriiht. Cholinhaltige Phos- 
phatide ergeben intensiv blaue Flecken auf weiBem Grund. Auch Pyridin (das aus 
Lésungsmitteln spurenweise noch zugegen sein kann) ergibt Blaufarbung. Die Far- 
bung mit Ninhydrin und die mit Molybdatophosphorséure werden nacheinander 
auf dem gleichen Papierstreifen vorgenommen. Die Farbung mit Dipikrylamin® 
hat sich weniger bewahrt. 

4. Fuchsinschweflige Saure!® zum Nachweis von Aldehyden. Um nach 
erfolgter Farbung den Grund vollsténdig wei8 zu erhalten, kann das Papier mit 
SnCl, in 3n HCl bespritht werden. 

5. Bleiacetat und Schwefelwasserstoff!’ zur Farbung von Fettsauren, 
(ardiolipin und Phosphatidsauren, die braune bis schwarze Flecken ergeben. 

6. 10proz. alkohol. Molybdatophosphorsaure!® zur Farbung von Chol- 
esterin und seinen Estern, die nach 5 Min. Erhitzen auf 110° als blaue Flecken auf 
griimem Grund erscheinen. Die Farbung mit SbCl, in Chloroform’® ist weniger ge- 
eignet, da der hydrolytisch abgespaltene Chlorwasserstoff das Papier briichig 
macht. 

7. Nilblau?®: Cardiolipin erscheint dunkelblau auf schwach-blauem Grund 
nach griindlichem Waschen des gefarbten Chromatogramms mit Athanol. 

Eine Phosphatfarbung mit dem Hanes-Isherwood-Reagenz*? ]aBt sich 
wegen der gleichzeitig sich bildenden Molybdatokieselsiure nicht verwerten. 


Ergebnisse 


Die in der Tabelle aufgefiihrten Ry-Werte weisen die iiblichen gering- 
fiigigen Schwankungen auf, die teilweise auf dem verschieden ungesattig- 
ten Charakter der Phosphatide beruhen. Ein natiirliches Lecithin (mit 
stark ungesattigtem Charakter) wandert etwas rascher als ein syntheti- 
sches, nur gesattigte Fettsiuren enthaltendes. Der Unterschied der Ry- 
Werte beider ist aber so gering, daB sie im Gemisch einen einheitlichen 
Fleck ergeben. 

Mit Steigfliissigkeit B trennen sich Sphingomyelin und Lysolecithin 
nicht gut voneinander. Da mit dieser Fliissigkeit aber die Kephaline 


14 F, Cramer, Papierchromatographie, 2. Aufl., S. 55, Verlag Chemie, Wein- 
heim/Bergstr. 1953. 

15 T, Bevan, G. T. Gregory, T. Malkin u. A. G. Poole, J. chem. Soc. 
[London] 1951, 841. 

16 Q, W. Thiele u. H. Bergmann, diese Z. 306, 185 [1957]. 

17 B.D. Ashley u. U. Westphal, Arch. Biochem. Biophysics 56, 1 u. zwarS. 4 
[1955]. 
18 DP). Kritchevsky u. M.R. Kirk, Arch. Biochem. Biophysics 35, 346 [1952]. 
19 H. Hack, Biochem. J. 54, 602 [1953]. 

20 (. S. Hanes u. F. A. Isherwood, Nature [London] 164, 1107 [1949]. 
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schneller wandern als die cholinhaltigen Phosphatide, ist sie in Kombi- 
nation mit System A oder C besonders fiir die zweidimensionale Chromato- 
graphie geeignet. Mit Steigfliissigkeit A oder C 1aBt sich ohne Schwierig- 
keit ein kiinstliches Phosphatidgemisch mit bis zu 10 Komponenten 
ebenso gut auftrennen wie ein natiirliches Rohphosphatidgemisch. 


Ry-Werte (Mittelwerte aus zahlreichen Einzelversuchen). 














Steigflissigkeit 
Substanz 
A B & 
SUD PIENMINIIR Pa Guts eh oe) & 0,34 0,27 0,36 
Sphingomyelin .......... 0,38 0,31 0,40 
Beene hos SE as ews 0,45 0,43 0,46 
Colaminkephalin ......... 0,47 0,59 0,50 
Sermikennaln. . . 2. ..2 6 ss + 0,35 0,48 0,38 
Phosphatidsiure ......... 0,67 0,00 0,00 
SORIA si 6B) ls, 5) 4 Gs.) we 0,88 0,84 0,86 
GAMER GA 8 = US heii Ss Gee tal4e 0,00 0,00 0,00 
oi a 0,06 0,07 0,06 
Aminosauren u. Colamin. . ... . < 0,10 < 0,10 < 0,10 
SPINE NINIBED on eo eS as 0,00 0,00 0,00 
Fettsauren u. Fettaldehyde ... . 1,00 1,00 1,00 - 
MMMRIENO nics os, os. Gee, Wy a SL 0,00 0,00 0,00 
bo ee eas ae > 0,90 > 0,90 > 0,90 
Cholesterinacetat ......... > 0,90 > 0,90 > 0,90 
Cholesterinstearat. ........ > 0,90 0,88 0,00 





Besonders vorteilhaft ist, da die als Verunreinigungen haufig in 
Lipidextrakten mitgeschleppten Aminosauren und Oligopeptide an oder 
nahe der Startlinie bleiben und so nicht mit Phosphatiden verwechselt 
werden kénnen, die primare Aminogruppen tragen. Da ferner die Fett- 
siuren, Fettaldehyde und Cholesterin nahe der Loésungsmittelfront wan- 
dern, ist der mittlere Bereich des Chromatogramms frei von st6renden 
Begleitstoffen. 


Herrn Professor Dr. W. Vogt, Max-Planck-Institut fiir Pharmakologie, Got- 
tingen, sind wir fiir die Uberlassung von Distearoy!-L-«-phosphatidyl-serin, Phos- 
phatidsaure und Cardiolipin zu Dank verpflichtet, der Firma Nattermann, Kéln, 
fiir die Uberlassung eines Lecithin-Praparates. Der Firma Schleicher & Schill, 
Dassel/Krs. Einbeck, danken wir fiir das zur Verfiigung gestellte Papier, das in 
Kiirze im Handel als ,,Kieselgelpapier“* erhaltlich sein wird. 


Zusammenfassung 


Ein papierchromatographisches Verfahren zur Trennung von Phos- 
phatiden auf einem neuartigen Kieselgelpapier wird beschrieben. Die 
Vorteile dieses Verfahrens bestehen in der bequemen Handhabung des 
Papiers, der Reproduzierbarkeit der Ry-Werte und der sauberen Trenn- 
barkeit der Phosphatide untereinander und von lipiden und nichtlipiden 
Begleitstoffen. 
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Summary 


A paper chromatographic separation of phosphatides on a new type 
of kieselgel paper is described. The advantages of the method lie in the 
easy manipulation of the paper, the reproducibility of Ry values and the 
clean separation of phosphatides from each other and from lipid and non- 
lipid impurities. 


Priv.-Doz. Dr.O. W. Thiele, Physiolog.-Chemisches Institut der Universi- 
tat, Gottingen, Kirchweg 7. 
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Die Verteilung der Thiosulfat-Schwefeltransferase* uni 
des Rhodanids im menschlichen und tierischen Organismus 
Von 
D. Reinwein 
Aus der 2. Medizinischen Klinik und Poliklinik der Medizinischen Akademie Diisseldort 
Direktor: Prof. Dr. K. Oberdisse 


(Der Schriftleitung zugegangen am 9. Juni 1961) 


Die Héhe des Serumrhodanidspiegels wird von drei Faktoren be- 
stimmt: Auf der einen Seite von dem mit der Nahrung zugefihrten! 
sowie dem endogen entstandenen Rhodanid, auf der anderen Seite von 
seiner Ausscheidung vor allem durch die Nieren. Unter pathologischen 
Bedingungen kommt es zu erheblichen Schwankungen des Rhodanid- 
spiegels beim Menschen, die wahrscheinlich auf einer St6rung des inter- 
mediaren Rhodanidstoffwechsels beruhen2-*. Uber die Rolle, die einzelne 
Organe dabei spielen, liegen nur vereinzelte Angaben vor. Lang?®, der 
zuerst die enzymatische Bildung des Rhodanids nachgewiesen hatte, 
und Sérbo® berichten iiber die Aktivitaét der Thiosulfat-Schwefel- 
transferase einzelner Tierorgane. Aus ihren Befunden geht die groBe Ver- 
breitung dieses Enzyms hervor. Es kommt vor allem in der Leber und 
zwar in den Mitochondrien und in der Uberstandsfraktion vor®7. Das 
inzwischen kristallisierte Enzym’ katalysiert als SH-haltiges Ferment 
die Bildung von Rhodanid aus Cyanid und einem Schwefeldonator. Die 
physiologische Bedeutung des Enzyms liegt in der Entgiftung toxischer 
CN-Verbindungen. 

In den menschlichen Organen ist die Verteilung der Thiosulfat- 
Schwefeltransferase und das Schicksal des Reaktionsproduktes un- 
bekannt. Wir haben daher systematisch die Enzym- und Rhodanid- 
Verteilung in menschlichen und tierischen Organen untersucht. um 
weitere Aussagen tiber den Rhodanidstoffwechsel unter normalen und 
pathologischen Bedingungen machen zu kénnen. 








* Friihere Bezeichnung: Rhodanese; systemat. Name: Thiosulfat:Cyanid- 
Schwefeltransferase (2.8.1.1); vgl. Report of the Commission on Enzymes of the 
International Union of Biochemistry, I. U. B. Sympos. Series 20, Pergamon Press, 
Oxford 1961. 

1 P. Langer u. N. Michajlovskij, diese Z. 312, 31 [1958]. 

2 B. Stuber u. K. Lang, Dtsch. Arch. klin. Med. 175, 564 [1933]. 

E. Becker, Klin. Wschr. 21, 1 [1942]. 

D. Reinwein u. H. Liebermeister, Klin. Wschr. 89, 130 [1961]. 

K. Lang, Biochem. Z. 259, 243 [1933]. 

B. H. Sérbo, Acta chem. scand. 5, 724 [1951]. 

8S. Ludewig u. A. Chanutin, Arch. Biochemistry 29, 441 [1950]. 

B. H. Sérbo, Acta chem. seand. 7, 1129 [1953]. 
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Methodik 


Die tierischen Organe wurden sogleich nach dem Téten mit Eis gekiihlt, vom 
Bindegewebe freiprapariert und 24 Stdn. bei —15° in der Kiihltruhe eingefroren. 
Menschliche Organe von Patienten, die infolge exogener Ursachen gestorben waren, 
wurden 12 Stdn. post mortem in gleicher Weise behandelt*. Nach dem Auftauen 
wurden die Gewebe in einem Starmix oder bei kleineren Mengen mit einem Elvehjem- 
Potter-Homogenisator 7 Min. mit dem doppelten Fliissigkeitsvolumen zerkleinert. 
Nach 30 Min. Zentrifugieren bei 20000 x g mit der Phywe-Zentrifuge ,,Pirouette‘‘ 
erhielten wir klare Uberstande. 

In Vorversuchen wurde die optimale Extraktionsméglichkeit der Thio- 
sulfat-Schwefeltransferase geklart. Die Organe homogenisierten wir mit folgenden 
Lisungen: 0,05m und 0,2m Phosphatpuffer, pH 6,0 und 6,8, 0,05m und 0,2m 
Veronalpuffer, pH 7,0 und 8,0, 0,lm und 0,01m Trilon sowie dest. Wasser. Der 
abzentrifugierte Niederschlag wurde nochmals in der entsprechenden Lésung aus- 
gewaschen und sedimentiert. In beiden Filtraten zusammen war die Enzymaktivitat 
in dem mit dest. Wasser praparierten Homogenat am gréBten, 80°, der Gesamt- 
aktivitat fanden sich hierbeiim 1. Uberstand. Aus Griinden der Zeitersparnis wurde 
bei den vergleichenden Organuntersuchungen auf den 2. Uberstand verzichtet. 
Alle Arbeiten wurden im Kihlraum ausgefiihrt. 

Da menschliche Organe erst friihestens 12 Stdn. post mortem untersucht 
werden konnten, muBte die eventuelle Aktivitatsabnahme durch Alterung 
geklart werden. Vergleichende Enzymuntersuchungen von durch Leberpunktion 
gewonnenem Gewebe in vivo und Lebergewebe, das p.m. 24 Stdn. in situ war, 
ergab keine Minderung der Enzymaktivitaét iiber 20% der Ausgangsaktivitat. 
Zum gleichen Ergebnis haben entsprechende Organuntersuchungen von Ratten 
gefiihrt. Praparierte Ratten- und Rinderorgane (Leber, Schilddriise und Niere), 
die sofort, 24 und 48 Stdn. p. m. nach Lagerung bei 4° und 20° getestet wurden, 
zeigten im Gegensatz zu Homogenaten ebenfalls keine stairkere Aktivitatsabnahme. 


Fir die Thiosulfat-Schwefeltransferase-Aktivitatsmessung wurde 
die von Sérbo® angegebene Methode etwas variiert. 0,1 m/ Enzym inkubierten wir 
mit 1,0 ml 0,125m Na.S,0,, 0,5 ml 0,2m K,HPO, und 0,5 ml 0,25m KCN 10 Min. 
bei pH 8,60 und 30 + 0,19. Fermentverdiinnungen wurden mit 0,025 g-proz. 
Rinderalbumin durchgefiihrt. Gestartet wurde mit Enzym, gestoppt mit 0,5 ml 
38proz. Formaldehyd. Nach Zugabe von 2,5 ml Eisennitrat-Reagenz und Ver- 
diinnung mit 25 ml dest. Wasser erfolgte die Extinktionsmessung des Farbkom- 
plexes bei 460 my in einer 10-mm-Glaskiivette im Beckman-Spektralphotometer. 
Als Aktivitatseinheit (AE) wahlten wir die Enzymmenge, die unter den angegebenen 
Bedingungen eine Extinktionszunahme von 0,01 hervorruft. Die spezif. Aktivitat 
ist ausgedriickt in AE/mg Protein. Das im Test eingesetzte Homogenat selbst ent- 
halt Rhodanid. Es wurde durch einen Parallelansatz ohne Inkubation gemessen 
und durch Subtraktion vom inkubierten Ansatz beriicksichtigt. 


Zur Protein- Bestimmung verwendeten wir die von Biicher modifizierte 
Biuretmethode®. Die optischen Messungen erfolgten am Photometer Eppendorf. 


Anreicherung: Die Thiosulfat-Schwefeltransferase aus Leber- und Schild- 
driisenhomogenat von Mensch und Rind wurde nach Sérbo® mit Bleiacetat be- 
handelt und durch wiederholte Ammoniumsulfatfallungen auf das 60fache gegen- 
iiber dem Ausgangswert angereichert und dialysiert. Sie lie8 sich trotz verschiedener 
Enzymquellen stets bei der gleichen Ammoniumsulfat-Konzentration maximal 
anreichern. 

* Herrn Prof. Dr. Meessen, Direktor des Pathologischen Instituts der Medi- 
zinischen Akademie Diisseldorf, danken wir fiir das Entgegenkommen bei der 
Untersuchung menschlicher Organe. 

® G. Beisenherz, H. J. Boltze, Th. Biicher, R. Czok, K. H. Garbade, 
E. Meyer-Arendt u. G. Pfleiderer, Z. Naturforsch. 8b, 555 [1953]. 
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Als Pufferlésungen dienten 0,2m Phosphat-, Tris- und Veronalpuffer. Der 
pH-Wert wurde mit einer Glaselektrode am MeBgerat der Fa. Klees kontrolliert. 

Rhodanid im Serum bestimmten wir nach Hartner?®. Vor der Jodometrie 
wandten wir dabei das abgekiirzte Verfahren an, das sich wie das Originalverfahren 
bewahrt hatte‘. Die gleiche Bestimmungsmethode lie8 sich auch bei Organhomo. 
genaten verwenden. Da Thiocyanat-Ionen stark von Protein in vitro adsorbiert 
werden, fiihrten wir Modellversuche durch, um zu priifen, wie weit sich freies 
Rhodanid aus dem Cadmiumhydroxyd-Niederschlag auswaschen laBt. In Tab. | 
sind Wiederauffindungsversuche am Beispiel des Leberhomogenats aufgefiihrt. 


Tab. 1. Wiederauffindungsversuche zur Rhodanidbestimmung. 
Angaben in yg/100 g Frischgewicht. 

















Gehalt der Leber Zusatz gefunden °%, Ausbeute 
174,0 159,5 325,1 95,0 
203,1 183,7 376,8 94,6 
188,4 158,0 342,0 97,4 

Ergebnisse 


Laut Abb. 1 besteht unter den beschriebenen Testbedingungen eine 
lineare Abhangigkeit des gebildeten Rhodanids von der Enzymkon- 
zentration. Eine Extinktionszunahme von 0,136 bei 460 my entspricht 
1 uMol Rhodanid, 

Fir die aus Leber und Schilddriise von Mensch und Rind ange- 
reicherte Thiosulfat-Schwefeltransferase sowie fiir die Homogenate 
wurde die pH-Abhangigkeit zwischen pH 6,7 und 11,2 untersucht. Wie 


hie Lae 


| 
Jt Yi | 
ba 


04 OA 
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Abb. 1. Abhangigkeit von der Enzymkonzentration. Als Enzym diente Rinder- 
leberhomogenat. 125 «Mol Na,S,0,, 100 ~Mol K,HPO,, 125 uMol KCN, Volumen 

2,30 ml. pH 8,6. Temperatur 30°; d = 10 mm. 
Abb. 2. pH-Abhangigkeit der Thiosulfat-Schwefeltransferase aus Leber und Schild- 
driise. « = Leberhomogenat und daraus angereichertes Enzym von Mensch und 
Rind. o = Schilddriisenhomogenat und daraus angereichertes Enzym von Mensch 
und Rind. 


10 F, Hartner, Mikrochemie 16, 141 [1934]. 
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aus Abb. 2 hervorgeht, ergab sich in allen Fallen ein breites Optimum 
zwischen pH 8,0 und 9,0. Es entspricht dem Bereich, den Sé6rbo!! mit 
dem aus Rinderleber kristallisierten Enzym gefunden hatte. 


Nachweis des Reaktionsproduktes 

Das enzymatisch durch Organhomogenate von Rind und Mensch 
gebildete Reaktionsprodukt wurde spektrophotometrisch und_papier- 
chromatographisch nachgewiesen. 

A. Spektrophotometrie: Das Eisenrhodanid-Spektrum laBt sich 
als Differenzspektrum nachweisen, wenn der Ansatz mit Enzym (a) 
gegen den Ansatz mit denaturiertem Enzym (b) verglichen wird. In 
gleicher Weise wird dem System ohne Enzym Rhodanid zugesetzt (c) 
und das Differenzspektrum gegen das System ohne Rhodanidzusatz (d) 
aufgenommen. Der Verlauf des Spektrums und das Absorptionsmaximum 
bei 445 my stimmen in beiden Fallen iiberein. Ebenso erhielten wir Uber- 
einstimmung fiir die enzymatisch entstandene Rhodanid-Menge nach 
der optischen und nach der jodometrischen Methode von Hartner!?®. 

Im einzelnen wurde folgendermaBen vorgegangen (am Beispiel des Rinder- 
leberhomogenates): die Ansaitze c und d wurden nicht, die Ansatze a und b 4 Stdn. 
inkubiert. Nach diesem Zeitpunkt war keine weitere Rhodanidentwicklung mehr 
nachweisbar. Das Protein wurde durch Zugabe von 0,25 ml 38proz. Formaldehyd 
und 3,0 ml 30proz. Trichloressigsiure gefallt und abzentrifugiert. Nach der Re- 
aktion mit dem Eisennitrat-Reagenz und entsprechender Verdiinnung 1aBt sich 
das Spektrum des Farbkomplexes aufnehmen. Im einzelnen enthielten die Ansatze 
in einem Volumen von 2,5 ml: 125 uMol Na,S8,05, 125 uMol KCN, 100 «Mol K,HPO, 
sowie im Ansatz a 9 mg Enzym, in b 9 mg denaturiertes Enzym und in c 4 ~Mol 
Rhodanid. 

B. Zum papierchromatographischen Nachweis des Rho- 
danids wurden die unter A beschriebenen Ansatze a—d verwendet. 

Das Trichloressigséure-Filtrat wurde im Vak. zur Trockene eingeengt, der 
Riickstand in wenig Wasser aufgenommen und auf Schleicher & Schiill-Papier 
Nr. 2040c aufgetragen. Die Chromatographie erfolgte in einem aufsteigenden 
System!2 von Athanol/1m Ammoniumacetat, pH 7,5, 15:6. Nach dem Trocknen 
wurden die Streifen mit 10proz. FeCl,-Lésung bespriiht, wodurch sich die Thio- 
cyanatflecken rot anfarbten. 

Im Ansatz a mit dem enzymatisch entstandenen Rhodanid ergab 
sich ein Ry-Wert von 0,76, der genau mit dem entsprechenden des An- 
satzes ¢ (zugesetztes Rhodanid) iibereinstimmt. In den Systemen ohne 
Enzym bzw. mit durch Kochen denaturiertem Enzym (Ansatz b und d) 
war kein Rhodanid nachweisbar (das endogene Rhodanid im Organ- 
homogenat lieB sich wegen der geringen Konzentration (<0,3 ug) 
papierchromatographisch nicht erfassen). 


Thiosulfat-Schwefeltransferase- und Rhodanid-Verteilung 


In Tab. 2 sind die Enzym-AE pro g Organ und die Rhodanid- 
Konzentrationen wiedergegeben. Es geht daraus hervor, daB die Thio- 
sulfat-Schwefeltransferase praktisch in allen untersuchten Or- 


11 B. H. Sérbo, Acta chem. scand. 7, 1137 [1953]. 
12 F. Maloof u. M. Soodak, Endocrinology 65, 106 [1959]. 
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ganen vorkommt. Beim Menschen ergeben sich signifikante Unter- 
schiede zwischen der Leber, Niere und Nebenniere gegeniiber den an- 
deren Organen. Die spezif. Aktivitat der Homogenate wurde nicht ge- 
sondert aufgefiihrt, da sie im allgemeinen der Aktivitat/g Organ parallel 
geht. Ausnahmen machen die Pferdeniere und der Herzmuskel bei 
Mensch, Pferd, Schaf und Rind mit einer deutlich héheren spezif. Akti- 
vitat. Die Leber zeigt bei Mensch, Pferd, Schaf, Rind und bei der Ratte 
die héchste Aktivitat. Beim Schwein war sowohl die Enzym-Aktivitat/g 
als auch die spezif. Aktivitat des Homogenats in der Schilddriise am 
groBten. Als Organe mit der nachst héchsten Aktivitaét erwiesen sich die 
Niere und mit einzelnen Ausnahmen die Nebenniere. Die tibrigen Gewebe 
ergaben von Species zu Species verschieden hohe Werte. Das Fettgewebe 
war frei von Thiosulfat-Schwefeltransferase, der Skeletmuskel enzymarm. 
Im Serum konnte dieses Ferment in keinem Fall nachgewiesen werden, 
auch nicht bei Ansaétzen mit 2,0 ml Serum. Andererseits wurden durch 
Versuche mit Enzymzusatz Inhibitoren im Serum ausgeschlossen. 

Der Rhodanidgehalt der einzelnen Organe geht nicht mit der 
Enzymaktivitaét parallel. Die CNS°-Konzentration variierte innerhalb 
der Species mit einzelnen Ausnahmen weit weniger als die Enzym- 
konzentration, namlich nur um eine Zehnerpotenz. Bei Mensch und 
Schaf wies der Magen, beim Schwein das Pankreas, beim Rind die 
Schilddriise und bei der Ratte die Nebenniere den héchsten Thiocyanat- 
gehalt auf. Wahrscheinlich ist der hohe Rhodanidgehalt des Magens auf 
den anhaftenden Magensaft zuriickzufiihren, der besonders rhodanid- 
reich ist}, 


Diskussion 


Unsere Untersuchungen bestatigen das Vorkommen der Thiosulfat- 
Schwefeltransferase in fast allen menschlichen und tierischen Organen. 
Von Species zu Species ergeben sich aber fiir die Enzymverteilung in den 
Organen groBe Unterschiede, wie Lang beim Hund nachgewiesen 
hatte’. Hier waren besonders die Nebenniere, Leber, Speicheldriise, 
Stammganglien und Schilddriise aktiv. Andererseits fand er bei ver- 
gleichenden Leberuntersuchungen von Frosch, Kaninchen, Rind, Mensch, 
Huhn, Taube, Katze und Hund erhebliche Aktivitaétsschwankungen bis 
zu einem Faktor von 200 (Froschleber gegen Hundeleber), S6rbo® beim 
Rind, Pferd, Schaf und Meerschweinchen geringere Differenzen (Faktor 
bis zu 2,5). Allgemein laBt sich nach unseren Ergebnissen sagen, da die 
Leber mit wenigen Ausnahmen die gr6é8te Enzymquelle darstellt. Da- 
neben spielen vor allem die Niere und die glandularen Organe Nebenniere, 
Schilddriise und Pankreas im Thiocyanatstoffwechsel eine besondere 
Rolle. Auch der Herzmuskel hat im Gegensatz zum peripheren Muskel, 
in dem beim Hund keine Aktivitaét nachgewiesen wurde®, eine hohe 
spezif. Aktivitat. In Ubereinstimmung mit Lang fanden wir im Serum 
niemals Thiosulfat-Schwefeltransferase-Aktivitat. 


18 G. E. Boxer u. J. C. Richards, Arch. Biochem. Biophysics 89, 292 [1952]. 


7* 
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Die Maximalwerte fiir die Rhodanidkonzentrationen der einzelnen 
Organe variieren von Species zu Species. So fand Healey! beim Ka- 
ninchen einen hohen Speicherwert der Nebenniere und Baumann und 
Metzger!® bei der Rattenschilddriise, ein Befund, den wir nicht be- 
statigen konnen. Eichler und Appel?* konnten beim Hund keine CNS’- 
Speicherung der Nebenniere und Schilddriise nachweisen, weswegen sie 
allgemein diesen Organen im Thiocyanatstoffwechsel keine Bedeutung 
zumaben. Unsere Daten widersprechen dieser Vermutung, denn es hat 
sich gezeigt, daB man an Hand eines Organbefundes einer Tierart nicht 
auf die generelle Bedeutung des betreffenden Organes im Stoffwechsel 
der Tierreihe schlieBen kann. Fiir eine besondere Beteiligung der Neben- 
niere und Schilddriise kénnte auch der Nachweis eines hohen protein- 
gebundenen Rhodanidanteils in diesen Organen sprechen!’. Wie auch 
Holmes!*® fanden wir groBe Unterschiede im Serumrhodanidgehalt 
einzelner Tierarten. Eine Rhodanidspeicherung in einzelnen Organen 
laBt sich nach den Ergebnissen vermuten. Dabei zeigen die betreffenden 
Organe aber keine besonders hohe Thiosulfat-Schwefeltransferase- 
Aktivitat, was gerade bei der Rinderschilddriise deutlich zum Ausdruck 
kommt. 

Fiir Mithilfe bei den Untersuchungen danken wir Fri. R. Kirchfeld. 


Zusammenfassung 


In Organhomogenaten von Mensch, Pferd, Schwein, Schaf, Rind und 
Ratte wurden die Thiosulfat-Schwefeltransferase-Aktivitat und die Rho- 
danidkonzentration bestimmt. Thiosulfat-Schwefeltransferase kommt 
praktisch in allen menschlichen und tierischen Organen, aber nicht im 
Serum vor. Ihre Aktivitat variiert stark von Species zu Species. Die spezif. 
Aktivitat ist in der Leber, Niere, Nebenniere, Schilddriise und Pankreas 
am héchsten. Zwischen Enzymaktivitat und Rhodanidkonzentration in 
den Organen konnte keine Beziehung gefunden werden. Die Rhodanid- 
speicherung einzelner Organe wird diskutiert. Auf Grund gleichen Ver- 
haltens bei der Enzym-Anreicherung sowie gleichen pH-Optimums fiir 
das Enzym aus Leber und Schilddriise von Mensch und Rind wird nur 
eine Thiosulfat-Schwefeltransferase angenommen. 


Summary 


Thiosulphate sulphurtransferase activity and the concentration of 
thiocyanate were measured in organ homogenates of man, horse, pig, 
sheep, cattle and rat. Thiosulphate sulphurtransferase is present in practi- 
cally allhuman and animalorgans, but not inserum. Its activity varies great- 


4 J. I. Healey, New England J. Med. 205, 581 [1941]. 

15 EK. J. Baumann u. N. Metzger, Federation Proc. 6, 237 [1947]. 

16 Q. Kichler u. I. Appel, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. 
Pharmakol. 212, 472 [1950]. 
17 L. J. Wood u. E. F. Williams, jr., J. biol. Chemistry 177, 59 [1949]. 
18 R. Holmes, Nature [London] 179, 53 [1957]. 
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ly from species to species. The highest specific activities are found in the 
liver, kidneys, adrenals, thyroid and pancreas. No relationship could be 
found between enzyme activity and thiocyanate concentration. Storage 
of thiocyanate by individual organs is discussed. The liver and thyroid 
enzymes of human and bovine origin show the same behaviour in puri- 
fication and have the same optimum pH. It is therefore assumed that 
there is only one thiosulphate sulphurtransferase. 


Dr. Dankwart Reinwein, 2. Medizinische Klinik und Poliklinik, Diisseldorf, 
Moorenstr. 5. 
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Die katalytische Wirkung 
von Thorium- und Zirkoniuni-Ionen auf 
phosphathaltige Substrate des Kohlenhydratstoffwechsels' 
Von 
Heinz Trapmann und Muljibhai Devani 


Aus dem Institut fiir Pharmazie und Lebensmittelchemie der Universitit Miinchen 


(Der Schri tleitung zugegangen am 27. Juni 1961) 


Von den Metallen der Actinidenreihe wird vor allem das Thorium 
in verschiedenen Verbindungen therapeutisch verwendet?. Bei diesen 
Substanzen?: 3, wie auch bei anderen Verbindungen von Metallen der 
4. Nebengruppe sind physiologische Wirkungen bekannt?. 

Wir zeigen in dieser Untersuchung, daB Phosphorsaureester 
des Kohlenhydratstoffwechsels durch Thorium- und Zirkonium- 
Ionen dephosphoryliert werden. Diese Tatsache sowie der Befund, dah 
eine Reihe von Metall-Ionen, vornehmlich die des Thoriums und des 
Zirkoniums, sowohl aliphatische und aromatische Phosphorsaureester® 
als auch die Di- und Tripeptide* hydrolysieren, verlangen bei der Er- 
klarung der physiologischen Wirkung dieser Elemente-Gruppe eine Mit- 
beriicksichtigung, weil der ungesteuerte Eingriff in biologisch wich- 
tige Verbindungen zu erheblichen Stérungen des Stoffwechsels 
fiihren kann. 





1 XXX. Mitteil. der von E. Bamann u. Mitarb. begonnenen Untersuchungs- 
reihe. XXIX. Mitteil E. Bamann, H.Miinstermann u. H.Trapmann, 
Naturwissenschaften (im Druck). 

2 F. Hauschild, Pharmakologie und Grundlagen der Toxikologie, S. 355 f. 
VEB Verlag Georg Thieme, Leipzig 1956; K. O. Meller, Pharmakologie, S. 796 f., 
Verlag Benno Schwabe & Co., Basel—Stuttgart 1958. 

3 G. Roussy, Ch. Oberling u. P. Guerin, J. Amer. med. Assoc. 104, 1258 
[1935]; A.J. Flemming u. W.H. Chase, Surgery Gynecol. Obstetr. 68, 145 
[1936]; H. Fiihner, Medizinische Toxikologie, 8. 89 ff., Georg Thieme Verlag, 
Stuttgart 1951. 

4 A. Tayloru. N. Carmichael, Univ. Texas Publ. Nr. 5314; Cancer Studies 
2, 36 [1953]. 

5 KE. Bamann, A. Gerl, B. Oechsner, J. Riehl u. H. Trapmann, Natur- 
wissenschaften 47, 106 [1960]; B. Oechsner, Dissertat. Univ. Miinchen 1960; 
H. J. Krauss, Dissertat. Univ. Miinchen 1960. 

6 KE. Bamann, J.G. Haas u. H. Trapmann, Naturwissenschaften 46, 73 
[1959]; J.G. Haas, Dissertat. Univ. Miinchen 1960; E. Bamann, J. G. Haas 
u. H. Trapmann, Arch. Pharmaz. Ber. dtsch. pharmaz. Ges. 294/66, 569 [1961]. 
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Ergebnisse und Diskussion 


Thorium- und Zirkonium-Ionen hydrolysieren bei 37° und iiber 
einen Bereich von pH 2—pH 10* physiologisch wichtige Phosphorsaure- 
ester wie Glucose-1-, Glucose-6-, Fructose-6-phosphat, Fructose-1.6- 
diphosphat sowie 3-Phosphoglycerinsaéure. Diese Ioner. zeigen somit eine 
Wirkung, die im lebenden Organismus den ,,sauren“ bzw. ,,alkalischen‘‘ 
Phosphatasen zukommt. Den nachstehenden Abbildungen, die fiir den 
physiologisch wichtigen Bereich zwischen pH 6 und pH 8 erstellt sind, 
ist zu entnehmen, daB die gr6Bte Wirksamkeit den Thorium-Ionen zu- 
kommt; von geringerer Aktivitaét sind in allen Fallen die Ionen des 
Zirkoniums. Durch dieses Ergebnis bestatigt sich auch an unseren Sub- 
straten der Befund®, daB gegeniiber aliphatischen Phosphorsaureestern 
die katalytische Aktivitét im sauren wie im alkalischen Gebiet mit stei- 
gendem elektropositivem Charakter der Elemente zunimmt. 
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Aktivitats-pH-Kurven fiir die Spaltung von Glucose-1-phosphat (G-1-P), Fructose- 
1.6-diphosphat (FDP), Fructose-6-phosphat (F-6-P), Glucose-6-phosphat (G-6-P) 
und 3-Phosphoglycerinsaéure (3-PGS) durch Thorium- (ausgezogene Kurven) bzw. 
Zirkoniumionen (gestrichelte Kurven). Die Zahlen an den Kurven bedeuten die 
Reaktionszeit in Stunden; wo nichts angegeben ist, betrug diese 24 Stunden. 


Glucose-1-phosphat wird unter den von uns gewahlten Ver- 
suchsbedingungen von den untersuchten Substraten am raschesten zer- 
legt. Mit Th*® als Katalysator liegt bei pH 7 der Umsatz nach 24 Stdn. 


7 * Die Auswertung der Ergebnisse in den pH-Bereichen von pH 2—6 und 
pH 8—-10 sowie die Diskussion der im sauren und alkalischen Gebiet gemessenen 
pH-Wirkungsoptima sind einer weiteren Veréffentlichung vorbehalten. 
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bei 36%. Unter gleichen Bedingungen betragt beim Zr*® die Entphos- 
phorylierung des Glucose-1-phosphats nur etwa 7,5%,. 

Fructose-1.6-diphosphat wird durch Thorium-Ionen gut de- 
phosphoryliert, wahrend diese Reaktion durch Zirkonium-lIonen nur 
maBig beschleunigt wird. Die Abbildung zeigt, daB nach vergleichbaren 
Zeiten der durch Zirkonium-Ionen katalysierte Umsatz bei pH 7 nur 1/, 
des fiir Thorium gemessenen betragt. 

Glucose-6-phosphat und Fructose-6-phosphat werden durch 
die untersuchten Metall-Ionen etwa gleich rasch gespalten; nach langeren 
Versuchszeiten ist jedoch die Hydrolyse des zweiten Substrats geringer. 
Dies wird bereits im Kurvenverlauf deutlich. 

Bei der 3-Phosphoglycerinsaure erfolgt die katalytische Ab- 
spaltung des Phosphatrestes im Vergleich zum «- und £-Glycerophos- 
phat® langsamer. Dies trifft fiir die Katalyse sowohl mittels Thorium- 
als auch mittels Zirkonium-Ionen zu. Innerhalb des physiologischen 
pH-Bereichs (pH 6—8) liegt nach 24 Stdn. Versuchsdauer der Umsatz 
fiir Zirkonium-Ionen um 5%; im Falle der Verwendung von Thorium- 
Ionen betragt er 7,5% (bei pH 6) und 15% (bei pH 8). 

Bei der Hydrolyse der von uns untersuchten Verbindungen des 
Kohlenhydratstoffwechsels durch Metall-Ionen der 4. Nebengruppe 
werden die gleichen Substratspezifitaten erkannt, wie sie bereits 
bei der Verwendung von Katalysatoren aus der Gruppe der seltenen 
Erdmetalle gefunden wurden’. Die chemische Struktur der Substrate, 
vor allem aber das Vorhandensein bzw. die unterschiedlich giinstige 
Stellung von polarisierenden Gruppen, bedingt (bei Verwendung des- 
selben Katalysators) den differierenden Umsatz®. 

Die Tatsache, daB eine Reihe von biologisch wichtigen Phosphor- 
sdureestern des Kohlenhydratstoffwechsels unter physiologischen Be- 
dingungen durch Thorium- und Zirkonium-lonen dephosphoryliert 
wird sowie die kiirzlich ver6ffentlichten Ergebnisse*, wonach die ge- 
nannten Metall-Ionen auch den phosphathaltigen Anteil der Thrombo- 
kinase zerlegen, verlangen bei einer therapeutischen Anwendung von 
Thorium- bzw. Zirkoniumverbindungen, sofern diese tiberhaupt in Er- 
wagung gezogen wird, eine Beriticksichtigung. 

Dem Verband der Chemischen Industrie, Fonds der Chemischen 


Industrie, sprechen wir fiir die uns gewahrten Forschungsbeihilfen unseren auf- 
richtigen Dank aus. 


Methodik 


Substrate: Glucose-1-phosphat als K,C,H,,0,P - 2 H,O (372,3); Glu- 
cose-6-phosphat als BaC,H,,0,P-7H,O (521,6) nach Uberfiihrung in das 
Kaliumsalz; Fructose-6-phosphat als BaC,H,,0,P (395,5) nach Uberfiihrung 
in das Kaliumsalz; Fructose-1.6-diphosphat als CaC,H,,0,.P, (378,2); 
3-Phosphoglycerinsaure als BaC;H,0,P-3 H,O (375,5) nach Uberfithrung 


? E. Bamann, F. Fischler u. H. Trapmann, Biochem. Z. $25, 413 [1954]. 
8 E. Bamann u. W.-D. Miitterlein, Chem. Ber. 91, 1322 [1958]. 
® FE. Bamann, B. Oechsner u. H. Trapmann, diese Z. 323, 77 [1961]. 
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in das Kaliumsalz. Die Substrate sind Praparate der Schwarz Bioresearch, Inc., 
Mount Vernon, N. Y., USA. 

Metallsalze: Th(NO;),:4H,O (Riedel de Haen); ZrOCl,-8 H,O (Riedel 
de Haen). 

Der Versuchsansatz von 10 ml enthielt 2 ml 2,5n Ammoniak-Ammonium- 
chlorid-Puffer des jeweils erforderlichen pH-Wertes, 10 uMol Substrat sowie pro 
Phosphatrest des Substrats 50 uMol Thorium- bzw. Zirkoniumsalz. Waren mehrere 
Messungen vorgesehen, so betrug der Ansatz ein mehrfaches von 10 ml. Die Reak- 
tionspartner gaben wir gemaB Zugabefolge B'® zusammen. Die Aufbewahrung der 
Reaktionsgemische erfolgte wahrend der Versuchsdauer in Schiittelkolben (mit 
eingeschliffenem Glasstopfen) im Schiittelthermostaten bei 37°. Zur Messung ent- 
nahmen wir dem Reaktionsgemisch in der Regel Proben von 4 ml, bei fortgeschrit- 
tener Spaltung 2 bzw. 1 ml. 

Bestimmung des anorganischen Phosphats: Mittels eines licht- 
elektrischen Kolorimeters nach B. Lange (Modell VI) bestimmten wir das ab- 
gespaltene anorganische Phosphat nach |. c.¥. Die Entwicklung der MeBproben 
dauerte 20 Min. bei 37°. 


Zusammenfassung 


Thorium- und Zirkonium-Ionen zerlegen unter physiologischen 
Bedingungen phosphathaltige Verbindungen des Kohlenhydratstoff- 
wechsels. Dies verlangt bei der Erklarung der physiologischen Wirkung 
dieser Elemente eine Mitberiicksichtigung. 


Summary 
Under physiological conditions, thorium and zirconium ions catalyse 
the removal of phesphate from the phosphate intermediates of carbo- 
hydrate metabolism. This should be considered in explaining the physio- 
logical action of these elements. 


Dr. Heinz Trapmann, Institut fiir Pharmazie und Lebensmittelchemie der 
Universitat, Miinchen 2, Sophienstr. 10. 


10, Bamannu. M. Meisenheimer, Ber. dtsch. chem. Ges. 71, 1711 [1938]. 
1 K.Schriever, E. Bamann.u. R. Toussaint, Dtsch. Apotheker-Ztg. 
97, 889 [1957]. 
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Untersuchungen zur Aktivitat und Spezifitat 
der Aminosaureesterasewirkung der Augenlinse 
Von 
Rolf Kleine und Horst Hanson 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Halle (Saale) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 3. Juli 1961) 


Nach bisherigen Untersuchungen bildet ein als Leucinamino- 
peptidase (LAP*) zu charakterisierendes Ferment die Hauptkompo- 
nente des proteolytischen Systems der Augenlinse!=*. Anhaltspunkte 
fiir das Vorkommen von dem Pepsin, Trypsin oder Chymotrypsin homo- 
spezifischen Fermenten fanden sich nicht?. Die von anderer Seite* auf 
Grund der festgestellten Spaltung von Phenylalanin-athylester geauBerte 
Ansicht, daB sich in der Linse eine Endopeptidase vom Typ des Kathep- 
sins C (Chymotrypsin-Wirkung) fande, wurde in einer spéteren Mit- 
teilung des gleichen Laboratoriums dahingehend korrigiert, daB das 
Phenylalaninester- und auch andere Aminosaureester-spaltende Ferment, 
vor allem auf Grund der Aktivierung durch bestimmte Metallionen, von 
den Rindermilzkathepsinen verschieden sei5. Wegen der nun ebenfalls 
festgestellten Hydrolyse von Leucinamid (und Phenylalaninamid) wird 
dann von einer ,,neuen“ Linsenpeptidase gesprochen®. 

Bei diesem Sachverhalt schien uns die Untersuchung der Frage von 
allgemeinerem, den speziellen EiweiBstoffwechsel der Augenlinse tiber- 
schreitendem Interesse, ob die von uns als LAP charakterisierte Enzym- 
wirkung der Linse demselben Ferment zugeschrieben werden kénnte, 
das in dem gleichen Organ Aminosaéureester zu verseifen vermag; mit 
anderen Worten, ob es sich bei der LAP der Augenlinse um eine Amino- 
peptidase mit Esterasewirkung handelt. Fiir die bisher als LAP am 


* Folgende Abkiirzungen werden verwendet: LAP = Leucinaminopeptidase; 
A- = N-Acetyl-; ME = Methylester; AE = Athylester; PE = n-Propylester; 
BE = n-Butylester; EDTA = Athylendiamin-tetraessigsiure ; DIFP = Diisopropy]l- 
fluorophosphat; p-CMB = p-Chlormercuri-benzoat. 

1 E.Abderhalden u. H.Hanson, Fermentforschung 16, 67 [1938]; 
J. Methfessel, Acta biol. med. german. 4, 269 [1960]; S. Fittkau, D. GlaBer 
u. H. Hanson, diese Z. $22, 101 [1961]. 

2 H. Hanson u. J. Methfessel, Acta biol. med. german. 1, 414 [1958]. 

3 H. Hanson u. H. Kirschke, Z. Vitamin-, Hormon- u. Fermentforsch. 
[Wien] 11, 343 [1961]. 

4K. A. Zeller u. A. D. Devi, Amer. J. Ophthalmol. 44, Pt. 2, 281 [1957]. 

5 K. A. Zeller u. R. Banerjee, 137. Meet., Amer. Chem. Soc., Cleveland 
Ohio, 1960. 
6 E. A. Zeller, R. Banerjee u. D. Shoch, Biochem. J. 76, 49P [1960]. 
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haufigsten benutzten Praparationen aus Schweinenieren ist diese Frage 
nicht eindeutig geklart. Hochgereinigte LAP-Praparationen aus Nieren 
wiesen auch bei Anwesenheit von Mn?° gegeniiber L-Leucin-methylester 
keine Aktivitat auf’, wohingegen Peptidasepraparationen aus proteo- 
lytisch vorverdauten Nieren durch Mn?°, Mg?® u. a. Metallionen aktivier- 
bare Esteraseaktivitaten gegeniiber L-Leucin- und auch anderen L- 
Aminosaureestern zeigten, wobei die Methylester sehr gering, die 
Athyl-, Propyl- und n-Butylester erheblich gespalten wurden; Kon- 
zentrierungsversuche der LAP- und Aminosdureesterase-Aktivitat 
fihrten zu parallel verlaufenden Anstiegen®. Die Verfasser schlieBen 
deshalb auf Identitét des Leucinamid- und Leucinester-spaltenden 
Enzyms. 

Zur Klarung der Frage, ob die LAP auch Aminosaureesterase- 
wirkung besitzt, bietet sich die Augenlinse mit ihrem im Vergleich zur 
Niere viel einfacher zusammengesetzten und hauptsachlich auf der LAP- 
Wirkung beruhenden proteolytischen System geradezu an. Wir unter- 
suchten zunachst die Eigenschaften der Aminosaureesterase der Rinder- 
linse im Vergleich zur Aminosaureesterase anderer Organe und zur LAP 
der Linse, wortiber in den folgenden Ausfiihrungen berichtet wird. 


Methodik 


1. Enzympraparation 

Zur Verwendung kamen stets Augenlinsen frisch geschlachteter Rinder. Die 
grob zerschnittenen Linsen wurden nach Zusatz von dest. Wasser im Kunststoff 
(,,Piacryl**)-Homogenisator homogenisiert und mit der fiinf- bis sechsfachen Menge 
dest. Wasser, bezogen auf das Frischgewicht der angesetzten Linsen, verdiinnt. 
Nach 1/,—1stdg. Stehenlassen bei 0° wurde das Homogenat 30 Min. bei 36000 x g 
in einer MSE-Kihlzentrifuge zentrifugiert. Der klare, leicht opaleszierende Uber- 
stand wurde fiir die Untersuchungen verwendet. Sein EiweiBstickstoffgehalt 
schwankte zwischen 7,5 und 9,5 mg/ml. 

Die EiweiBstickstoffbestimmung (Gesamt-N minus Rest-N) erfolgte nach 
K jeldahi (Halbmikroverfahren, 0,02n Lésungen) in der iiblichen Weise. 


2. Substrate 

Folgende Aminosaure- und Peptidester wurden eingesetzt: Glycinathylester 
(Gly-AE), L-Tyrosinathylester (Tyr-AE), t-Leucinathylester (Leu-AE), pt-Trypto- 
phanmethylester (Try-ME), pu-Tryptophanathylester (Try-AE), pi-Tryptophan- 
n-propylester(Try-PE), pL-Tryptophan-n-butylester (Try-BE) und Glycy]-L-tyrosin- 
ithylester (Gly-Tyr-AE), alle als Hydrochloride, sowie N-Acetyl-L-tyrosinathyl- 
ester (A-Tyr-AE). 

Die Aminosadureester wurden nach Fischer® aus der entsprechenden 
Aminoséure und mit Salzsiure gesaittigtem Alkohol hergestellt. Naheres s. 1. c.1°. 
In Tab. 1 sind die wichtigsten Daten der Aminosaureester-hydrochloride zusammen- 
gestellt *. * 

Uber die Darstellung des Dipeptidesters Gly-Tyr-AE und von A-Tyr-AE 
Bio: 


* L-Tryptophan stand uns leider nicht zur Verfiigung. 

7 E.L.Smith u. D.H.Spackman, J. biol. Chemistry 212, 271 [1955]. 

8 F. Binkley, V. Alexander, F. E. Bell u. Ch. Lea, J. biol. Chemistry 
228, 559 [1957]; S. S. Shippey u. F. Binkley, J. biol. Chemistry 280, 699 [1958]. 

® E. Fischer, Ber. dtsch. chem. Ges. 34, 433 [1901]. 

10 H. Hanson u. R. Kleine, diese Z. 315, 208 [1959]. 
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Tab. 1. Physikochemische Eigenschaften der eingesetzten Aminosaureester 





























Ester Mol.- “Seem Schmp. [ox }%9 Ry-Wert ** 
Gew. ber. gef. 

Gly-AE. . .| 139,6 10,03 10,03 144° — 0,45 
Leu-AE. . .| 195,7 7,16 6,83 131° +12,7°F | 0,75—0,80 
Tyr-AE. . .| 245,8 5,70 5,81 165° —6,8°Ft | 0.68—0,72 
Try-ME. . .| 254,7 10,99 10,92 221,5° — 0,60—0,65 
Try-AE. . .| 268,7 10,42 10,21 220,5° _ 0.70—0,75 
Try-PE. . .| 282,8 9,90 9,80 25S — 0,80—0,85 
Try-BE. . .| 296,8 9,42 9,33 223,0° —- 0,88—0,90 
freies Try . .| 204,2 13,70 13,63 — 0,45 

* Die Stickstoffbestimmung der Tryptophanester und des zu ihrer Synthese verwen- 


deten DL-Tryptophans erfolgte nach Dumas, da die N-Bestimmung nach der gingigen K jeldahl- 
Methode stets zu niedrige (durchschnittlich nur 71,5 (Try-AE) bis 79,5 (Try-PE) °,, d. Th.) Werte 


ergab. Die N-Bestimmung der restlichen Aminosiurcester erfolgte nach K jeldahl. 
** in n-Butanol/Eisessig/Wasser 4:1: 5. : 
<< 1, in In HCL. tte 3, in Wasser. 


3. Zusatze 

a) Inhibitoren: Neben den klassischen Esteraseinhibitoren Atoxyl, NaF 
und Chinin (als Hydrochlorid) sowie Eserin (als Hydrochlorid) kamen folgende 
Esterasehemmer zur Anwendung: Diisopropylfluorophosphat (DIFP) (Ulein- 
Chemie, Berlir-Wilmersdorf), E 600 (Diathyl-p-nitrophenyl-phosphat) (Bayer*), 
Wofatox (Dimethyl-p-nitrophenyl-thiophosphat der Farbenfabrik Wolfen**), 
Wotexit (.8.6-Trichlor-x-hydroxy-athyl-phosphonsaure-dimethylester) (Farben- 
fabrik Wolfen**) und Tinox (Dimethyl-[2-methylmercapto-athyl]-thiophosphat) 
(Farbenfabrik Wolfen**). Dariiberhinaus wurde der Einflu8 folgender Hemm- 
substanzen gepriift: Athylendiamin-tetraacetat (Di-Natriumsalz, EDTA) (Schu- 
chardt, Minchen), p-Chlormercuri-benzoat (Light & Co., London) und Monojod- 
acetat (Schuchardt, Miinchen). 


Die in Wasser schwerléslichen Inhibitorsubstanzen, wie DIFP, E 600, 
Wofatox und Tinox, wurden durch Zusatz von unvergilltem Athanol in Lésung 
gebracht. Die Konzentration des Alkohols der 10-2m Inhibitorlésungen betragt bei 
DIFP 2,3%, bei E 600 6%,, bei Wofatox 11%, und bei Tinox 50%. 

Der Zusatz von Inhibitor zum Inkubationsansatz (Endvolumen | ml) betrug 
stets 0,1 m/ der 10-4m (EDTA und DIFP) bis 10~°m Inhibitorlésung. 

Zur Auswertung gelangten mit schwerléslichem Inhibitor nur diejenigen An- 
satze, in denen die Alkoholkonzentration unter 1°, lag (mit Ausnahme des auch bei 
10-2m Konzentration im Ansatz getesteten DIFP), um eine alkoholbedingte En- 
zymhemmung zu vermeiden. 

b) Metallionen: Mn?°, Co?®, Cd?® und Hg®® kamen als Chloride, Ni?® als 
Sulfat, Ag® als Nitrat und Mg?® sowie Zn?° als Carbonate, aus denen sie durch Zu- 
gabe von Salzsaure freigesetzt wurden, zur Anwendung. Die Konzentration der 
verwendeten Metallsalzlésungen war 10-2m und 10-*m (bei Mn?® noch zusatzlich 
10-4m). Bei einem Zusatz von 0,1 mi der entsprechenden Metallsalzlésung zum 
Inkubationsansatz (Endvolumen 1 ml) entsprach dies dann einer 10-%m bzw. 10~4m 
(bei Mn?® noch zusatzlich 10-5m) Endkonzentration an Metallion. 


* Fiir die freundliche Uberlassung von E 600 sind wir den Farbwerken 
Bayer, Leverkusen, zu Dank verpflichtet. 

** Fir die groBziigige Uberlassung ausreichender Mengen dieser Wirkstoffe 
méchten wir der Farbenfabrik Wolfen, insbesondere Herrn Dr. Kramer, 
Leiter des Chem.-Biol. Instituts, unseren herzlichsten Dank aussprechen. 
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Zur maximalen Entfaltung der Inhibitor- bzw. Metallionenwirkung wurden die 
Ansitze (0,2 ml Linsenextrakt + 0,45 m/ Puffer + 0,1 ml Zusatz) vor der Substratzu- 
gabe 30 Min. bei Zimmertemperatur prainkubiert. Als Vergleich liefen stets 3 Normal- 
werte unter gleichen Bedingungen (dest. Wasser an Stelle eines der obigen Zusitze) 
und bei den Versuchen mit Metallsalzen zusatzlich ein Kontrollwert (dest. Wasser 
an Stelle von Ferment) zur Korrektur des Metallsalzeffektes auf das Substrat mit. 


4. Bestimmung der Esteraseaktivitaten 

Nach papierchromatographischer Auftrennung der enzymatischen Spalt- 
produkte in Butanol/Eisessig/Wasser 4 : 1 : 5 wurden im Falle der Aminosaureester 
die gebildete Aminosdure, beim Gly-Tyr-AE der verbliebene Peptidester als Nin- 
hydrinfarbstoff-Kupfer-Komplexe quantitativ bestimmt. Zur Korrektur der im 
alkalischen Bereich auftretenden Eigenhydrolyse der eingesetzten Aminosdureester 
lief bei allen Versuchen ein Substratkontrollwert, bei dem die Fermentpraparation 
durch dest. Wasser ersetzt war, mit. Die enzymatisch bedingte Esterolyse wurde 
durch Subtraktion des Substratkontrollwertes vom Hauptwert (Zusammensetzung 
siehe unten, 5.) erhalten. Weitere methodische Einzeltheiten beziiglich der 
Durchfiihrung, Auswertung und Berechnung der Versuche s. 1. c.1°. Aktivitats- 
angabe erfolgt in Form der Hydrolysenrate (HR): “Mol gebildete Aminosaure 
(bei den Aminosaureestern) bzw. gespaltenes Substrat (Gly-Tyr-AE) pro mg 
Protein-N und 60 Min. bei 37,5°. Beim eingesetzten Dipeptidester geht eine amino- 
peptidatische Glycinabspaltung parallel. 

5. Zusammensetzung der Bebriitungsansatze 

Das Ansatzvolumen betrug stets 1 ml: Substratkonzentration 0,0lm = 
10 «Mol Substrat/Ansatz*; 0,20 ml Linsenextrakt; 0,45 ml 0,lm Veronal- bzw. 
Natriumborat-NaOH (im Bereich pH 8,5—11, sowie in Gegenwart von Hg?®)- 
Puffer; 0,1 ml dest. Wasser bzw. Zusatz (Inhibitor oder Metallsalz); 0,25 m/ 
0,04 m (bzw. 0,08m bei pL- Verbindungen) mit NaOH neutralisierte, frisch hergestellte 
Substratstammlésung. Im entsprechend hergestellten Substratkontrollansatz war 
lediglich die Fermentpraparation durch dest. Wasser ersetzt (Naheres s. 1. c.!°). 


Ergebnisse 
1. pH-Abhangigkeit der Aminosaureesterase-Aktivitat 

In Abb. la und b sind die pH-Kurven von drei verschiedenen 
Aminosaure-athylestern (a) sowie von vier Tryptophanestern ¢b) mit 
verschieden groBer Alkoholkomponente (C,—C,) dargestellt. Allen 
Aminosaureestern gemeinsam ist das Fehlen eines pH-Optimums im 
schwach sauren und mit Ausnahme der nur gering hydrolysierten Gly-AE 
und Tyr-AE das Vorhandensein eines deutlichen pH-Optimums im al- 
kalischen Bereich (pH 9,0—9,4). Im pH-Kurvenverlauf der vier ver- 
schiedenen Tryptophanester erscheint das Verhalten des Propylesters 
hinsichtlich seiner geringeren Angreifbarkeit durch das Linsenenzym im 
gesamten gepriiften pH-Bereich bemerkenswert. — Dariiberhinaus ver- 
mitteln die dargestellten pH-Kurven gleichzeitig einen Eindruck tiber 
die absolute Esteraseaktivitat (Angaben in Hydrolysenrate), die um ein 
Vielfaches geringer ist als diejenige der Leber, Niere und des Serums der 
Ratte (s. 1. ¢.1° und noch unveréffentlichte Versuche)**. 

* Bei den pi-Verbindungen bezogen auf die L-Komponente. 

** Als Beispiel sei das Ergebnis einer Aktivitatsbestimmung in Rattenleber- 
und -nierenhomogenat mit Try-AE als Substrat bei pH 8,0—8,1 unter Standard- 
bedingungen (s. 1. c.!°, Methodik) angefithrt: HRwiere: 194,5; HRieber: 158,3. Das 
Verhaltnis der Esterasewirkung der Leber bzw. der Niere zu der der Linse betragt 
42,3 bzw. 34,4 (vgl. Tab. 2). 
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Abb. 1. pH-Kurven der Esteraseaktivitat von frischem, waBrigem Rinderlinsenex- 
trakt. HR = Hydrolysenrate: «Mol gebildete Aminosiure/mg EiweiB-N und 60 Min. 
Substratkonzentration 0,01m im 1-ml-Ansatz; Inkubationszeit: 20 Min. bei 37,5°. 


2. Vergleich der Hydrolyse verschiedener Aminosaureester 


Zur weiteren Spezifizierung der Rinderlinsenesterase-Wirkung 
wurden die Aktivitéten gegentiber den Aminosdureestern in mehreren 
frischen Rinderlinsen (etwa 25, davon 5—7 Linsen zu einer Enzym. 
praparation vereinigt) bestimmt. In Tab. 2 sind diese Ergebnisse zu- 
sammengefaBt. Daraus ist zu entnehmen, da im alkalischen Bereich 
(pH 8,2 + 0,1 und 9,2 + 0,1) die drei Tryptophanester (Methyl-, Athyl- 
und n-Butylester) und der Leucinester nahezu gleichstark hydrolysiert 
werden, wahrend der Tyrosin- und Glycin-athylester nur 1/; bis 1/, 
dieser Aufspaltung erfahren. Auf Grund der beim pH-Optimum von 9,2 
trotz kurzer Inkubationszeit (20 Min.) relativ starken Eigenhydrolyse 
der Aminosaureester (besonders der Methyl- und Athylester; 10—20%) 
wurden samtliche folgenden Versuche bei pH 8,0—8,3 durchgefiihrt 
(Eigenhydrolyse maximal 5%). 


Tab. 2. Vergleich der Hydrolyse verschiedener Aminosaureester durch frischen 

Rinderlinsenextrakt bei verschiedenem pH. Substratkonzentration 0,01m im 1-ml- 

Ansatz; Inkubationszeit : 20 Min. bei 37,5°. HR = Hydrolysenrate (4Mol gebildete 
Aminosaure/mg EiweiB-N und 60 Min.). 




















Substrat pH HR - pH HR ” pH HR = 

/0 oO oO 

Try-AE... 7,2 2,06 100 8,2 4,46 100 9,2 7,7 100 
Try-ME. . . 7,1 2,52 122 8,2 5,10 114 92 7,4 96 
Try-PE. .. 7,2 1,63 79 8,2 2,46 55 9,1 4,46 58 
Try-BE. . . 7,1 3,40 165 8,2 4,50 101 9,1 7,75 101 
Leu-AE. . . 7,1 1,90 92 8,0 4,61 106 9,3 5,97 94 
Tyr-AE... 7,2 0,80 39 8,3 0,83 19 9,2 0,78 12 
Gly-AE . 7,2 1,34 65 8,3 0,73 16 9,1 0,70 1 
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3. Temperaturabhangigkeit der Esterasewirkung 


Abb. 2 zeigt die Temperaturabhangigkeit der Aminosaureesterase- 
wirkung. Die optimale Esterasewirkung der Linse liegt bei 48° (Try-AE) 
bzw. 52° (Try-BE). Manganzusatz (10-°m und 10-4m im Ansatz) ver- 
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Abb. 2. Einflu8 der Temperatur auf ‘ 
die Esteraseaktivitét der Rinderlinse 
bei pH 8,1 + 0,1. 








No 


eo 




















45 55 
t[C] —— 


4. Abhangigkeit der Esterasewirkung vom Alter 
der Enzymlésung 

Abb. 3 zeigt die Aminosaureesteraseaktivitat eines Linsenextraktes 
ohne Aktivatorzusatz vom Tag seiner Herstellung an. Der Extrakt wurde 
in diesem Zeitraum bei +4° aufbewahrt. Wie aus dem Kurvenverlauf 
hervorgeht, nimmt die Esterasewirkung ohne Metallionenzusatz inner- 
halb von 13 Tagen nur geringfiigig ab (beim Try-AE um 30%, beim 
Try-BE um 10%, bezogen auf den 1. Tag der Herstellung). Auffallig ist, 
daB ein langer (z. B. 13 Tage) bei 4° aufbewahrter Linsenextrakt durch 
Mn?° viel weniger aktivierbar ist als die frische Préparation (Aktivitats- 
abfall beim Try-AE 52%, beim Try-BE 39%, bezogen auf die frische 
Préparation). 

5. MetallioneneinfluB auf die Linsenesteraseaktivitat 

Zur weiteren Charakterisierung der Linsenesterasewirkung wurde 
der EinfluB von Mn?°, Mg?°, Co?°, Ni?°, Cd?°, Zn?°, Hg?® und Ag® auf die 
Try-AE-Spaltung durch Linsenextrakt gepriift. Die Ergebnisse sind in 
Abb. 4 graphisch dargestellt. Der starkste Aktivator ist Mangan (etwa 
100%), gefolgt von Kobalt (65%) ; schwach aktivierend wirkt Magnesium ; 
alle iibrigen gepriiften Metallionen hatten keinen signifikanten EinfluB 
auf die Esterase. 


6. EinfluB von Inhibitoren auf die Linsenesteraseaktivitat 


Von den eingesetzten typischen Esteraseinhibitoren, wie Atoxy], 
NaF, Chinin, Eserin, DIFP, E 600 sowie Wofatox, Wotexit und Tinox, 
vermochte keiner die Linsenesterasewirkung im Konzentrationsbereich 
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Abb. 3. EinfluB des Alters (Aufbewahrung bei 4°) der Enzymlésung auf die Esterase- 
aktivitat bei pH 8,1 + 0,1 und 37,5°. Der Zusatz von Mn2° (10-3m) erfolgte erst 
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Abb. 4. Beeinflussung der Aminosaureesterase-Aktivitat von waBrigem Rinder- 
linsenextrakt durch Metallionen. Substrat : pL-Tryptophan-athylester; pH 8,1 +. 0,1. 
Ordinate: °% des Normalwertes, d.h. Vergleichswert ohne Metallionenzusatz (in 
Parallelbestimmungen ermittelt); die Zahlen unter den Siulen geben den negativen 
Logarithmus der molaren Metallionenkonzentration c,,, im Ansatz an. 


10-2- bzw. 10-%- bis 10-5m im Ansatz deutlich zu hemmen (Die maximale 
Hemmung betrug 20% bei 10-?m DIFP.) Dieser auffallige Befund wird 
erganzt durch die Resistenz der Esterase auch gegeniiber anderen Hemm- 
stoffen, z. B. Monojodessigsaure, p-Chlormercuri-benzoat (p-CMB) und 
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Athylendiamin-tetraacetat (EDTA) in Konzentrationen von 10-%- bis 
10-'m im Ansatz. Lediglich EDTA in 10-?m Konzentration bewirkte 
eine schwache (20—25%) Esterasehemmung. Dagegen wurde die durch 
Manganzusatz (10-*m) hervorgerufene Esteraseaktivierung durch EDTA- 
Zugabe (5 - 10-%m) vollstandig unterbunden. 

Eine chymotryptische Wirkung (Substrat N-Acetyl-L-tyrosin- 
ithylester; pH 8,0—8,3) konnte im Linsenextrakt auch nach zwei- 
stiindiger Inkubationszeit nicht nachgewiesen werden. Dagegen konnte 
eine geringe, aber deutlich nachweisbare Dipeptidesterase!°-Wirkung 
(Substrat :Glycyl-L-tyrosin-athylester; pH 7,2), erkenntlich an der pri- 
maren Freisetzung von Glycyltyrosin aus Gly-Tyr-AE, neben der bereits 
linger bekannten Aminopeptidasewirkung (im Falle des Gly-Tyr-AE 
an der Tyr-AE-Bildung sichtbar), im Linsenextrakt erkannt werden. 


Diskussion 

Aus den vorliegenden Versuchsergebnissen zur Wirkungsspezifitat 
der Aminosaureesterase der Linse laBt sich ableiten, daB deutliche 
Unterschiede zwischen dem Enzym der Linse und dem verschiedener 
anderer Organe (Leber, Niere und Serum?° sowie Lunge und Milz?*) 
bestehen. 

1. Das pH- Optimum der Organ-Aminosaureesterase liegt zwischen 
7.9 und 8,3; das des Linsenenzyms zwischen 9,0 und 9,4 (Abb. 1). 

2. Substratspezifitat: Von den gepriiften Aminosaureestern 
(Gly-, Tyr-, Leu- und Try-AE) hydrolysiert die Organ-Aminosaure- 
esterase bevorzugt die aromatischen Aminosaureester!®, das Linsen- 
enzym bevorzugt Try- und Leu-AE (Abb. 1 und Tab. 2). 

3. Die Aktivitat der Aminosaureesterase der anderen Organe ist 
um ein Vielfaches héher als die der Linse. Bei pH 8,0—8,1 betragt die 
Try-AE-Hydrolyse durch Nierenhomogenat das 42fache und durch Le- 
berhomogenat das 34fache des entsprechenden Linsenenzyms (vgl. Fub- 
note** S. 109 und Tab. 2). 

4. EinfluB von Inhibitoren: Die Organ-Aminosiureesterase 
wird sowohl durch die klassischen Esteraseinhibitoren (Atoxyl, NaF, 
Chinin) in 10-?- und 10-3m Konzentration im Ansatz}° als auch durch 
organische Phosphorverbindungen (DIFP, E 600, Wotexit, Wofatox) in 
10-4m Konzentration im Ansatz! stark gehemmt (50 bis 100%). Dem- 
gegentiber waren diese Hemmsubstanzen unter gleichen Versuchs- 
bedingungen auf die Linsen-Aktivitaét ohne erkennbaren EinfluB. 

5. MetallioneneinfluB: Wahrend die Organ-Aminosaéureesterase 
keine deutliche, d.h. tiber 20% liegende Aktivitatssteigerung durch 
Metallionen erfahrt!°, 14Bt sich bei dem Linsenenzym eine starke Akti- 
vierbarkeit durch Mangan (100%) und Kobalt (65%) (Abb. 4) nach- 
weisen. 

11 W. Blech, P. Hermann u. R. Kleine, in Vorbereitung. 

12 Unveréffentlichte Versuche unseres Laboratoriums. 
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Es ist nicht méglich, die Aminosaureesterase der Linse intrazellu- 
laren Proteinasen vom Typ der Kathepsine A, B oder C oder dem Trypsin 
oder Chymotrypsin zuzuordnen, da Spaltungen der fiir diese Enzyme 
charakteristischen Substrate in dem in Frage kommenden pH-Bereich 
in der Rinderlinse nicht beobachtet wurden (1. c.* und vorstehende Er- 
gebnisse). Vielmehr weisen die Stabilitatseigenschaften gegeniiber Este. 
raseinhibitoren sowie die Mangan- und Kobaltaktivierbarkeit des Linsen- 
enzyms auf Beziehungen zur Leucinaminopeptidase der Linse hin. Weit- 
gehende Ubereinstimmungen zwischen beiden Enzymwirkungen be- 
stehen ferner im Temperaturoptimum (Aminopeptidase 56°; Esterase 
48—52°, s. ]. c.2 und Abb. 2) und in der Stabilitat in Abhangigkeit vom 
Alter der Enzymlésung (s. 1. c.2 und Abb. 3). Bemerkenswert erscheint 
hierbei der Befund, da8 in Ubereinstimmung mit der hochgereinigten 
Schweinenieren- Leucinaminopeptidase’ die manganaktivierte Linsen- 
Aminosaureesterase einen deutlichen Aktivitétsabfall in gealterten 
Enzymlésungen zeigt. 

SchlieBlich sei auf die relativ niedrige Aktivitat der Linsen-Amino- 
sdureesterase hingewiesen, die im Vergleich zur Linsenaminopeptidase- 
Wirkung (Substrat: L-Leucinamid) nur 4/,, bis '/,, betragt}?. 

Ahnliche Ergebnisse sind fiir gereinigte Peptidasepraparationen 
aus Schweinenieren beschrieben worden®. In diesen Untersuchungen 
wurde fiir diese Praparationen, wie bereits am Anfang erwahnt, eine 
weitgehende Identitét der Peptidase- mit der Aminosaureesterase- 
wirkung festgestellt. 

Die Ergebnisse iiber den EinfluB der Alkoholkomponente des Amino- 
sdureesters auf die Esteraseaktivitat haben die Angaben anderer Au- 
toren‘4—® dahingehend erweitert, daB mit der Zunahme der C-Atome in 
der Alkoholgruppe kein kontinuierlicher Abfall, sondern nach Ersatz 
der n-Propyl- durch die n-Butylgruppe ein Anstieg der Aktivitat zu ver- 
zeichnen ist (Abb. 1). 

Die mit Linsen-Aminosaureesterase erhobenen Befunde tiber Akti- 
vierung und Hemmung lassen sich nur mit einer Enzymwirkung ver- 
einen, die nicht von einer Esterase im herkémmlichen Sinn mit einem um 
das Serinmolekiil angeordneten ,,aktiven Zentrum“ herrihrt, wie es fiir 
verschiedene Verdauungspeptidasen und Organesterasen bewiesen 
werden konnte}*. 

Die bisherigen Befunde tiber Eigenschaften und Verhalten der 
Leucinaminopeptidase und Aminosiaureesterase der Linse stehen mit 
der Annahme einer Esterasewirkung der Leucinaminopeptidase nicht 
im Widerspruch, sondern stiitzen sie stark. Im Gang befindliche Reini- 
gungs- und Anreicherungsversuche der Linsen- Leucinaminopeptidase und 
Aminosaureesterase sollen zur weiteren Klarung beitragen. 


Der med.-techn. Assistentin Fraulein J. Hahn sei fiir ihre gewissenhafte 
Mitarbeit gedankt. 


13 M. Dixon u. E.C. Webb, ,,Enzymes‘, 8. 498, Longmans, Green & Co., 
London, 1958. 
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Zusammenfassung 


Es wird tiber das Vorkommen einer Aminosaureesterasewirkung 
in einem waBrigen Extrakt von Rinderaugenlinsen berichtet, die folgende 
Eigenschaften aufweist: pH-Optimum: 9,0—9,4; giinstige Substrate 
sind: DL-Tryptophan- und L-Leucin-athylester; Temperaturoptimum 
betragt 48—52°; Aktivitatssteigerung erfolgt durch Mn?® und Co?°; 
Mg?®, Ni2®, Cd2°, Zn2°, Hg?® und Ag® waren ohne deutlichen EinfluB. 
Weder die klassischen Esteraseinhibitoren (Atoxyl, NaF, Chinin, Eserin) 
noch organische Phosphorverbindungen (Diisopropylfluorophosphat, 
E 600, Wofatox, Wotexit, Tinox) sowie p-Chlormercuri-benzoat, Mono- 
jodessigsdure und Athylendiamin-tetraacetat vermochten die Linsen- 
esterase signifikant zu hemmen. 


Summary 


An amino acid esterase activity, with the following properties, is 
present in an aqueous extract of bovine lens: pH-optimum, 9.0—9.4; 
suitable substrates are DL-tryptophan- and L-leucine-ethyl esters; 
optimum temperature, 48—52°; activity increased by Mn?° and Co?°; 
Mg?°, Ni?®, Cd2°, Zn2°, Hg?® and Ag® have no affect. There is no signi- 
ficant inhibition by the classical esterase inhibitors (atoxyl, NaF, quinine, 
eserine), organic phosphorus compounds (ditsopropylfluorophosphate, 
E 600, Wofatox, Wotexite, Tinox), p-chloromercuribenzoate, monoiodo- 
acetate or ethylenediamine-tetraacetate. 


Prof. Dr. Horst Hanson, Physiologisch-Chemisches Institut der Universitat, 
Halle/Saale, Hollystr. 1. 
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Niedermolekulare Abbauprodukte des Chitins 
Von 
Hans Peter Lenk*, Martin Wenzel und Ernst Schiitte 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Freien Universitét Berlin 


(Der Schriftleitung zugegangen am 3. Juli 1961) 


Chitin besteht zum gr6éBten Teil! aus polymerer 2-Acetylamino-2- 
desoxy-f-D-glucopyranose?. Es ist im Exoskelet der Arthropoden an 
Protein gebunden®. Die Darstellung erfolgte aus Schalen des Hummers 
(Homarus gammarus L.)4. Durch Einwirkung von Kaliumhydroxyd auf 
Chitin entsteht Chitosan, ein depolymerisiertes und zum gréBten Teil 
entacetyliertes Produkt. Die salzsaure Hydrolyse von Chitosan ergibt 
ein Gemisch oligomerer Glucosamine®. 

Mit dem Oligomerengemisch wurde an einer Séule von Dowex 50 
mit Salzsiure eine Gradienten-Elution durchgefiihrt. Horowitz und 
Mitarbeiter* hatten mit dieser Methode oligomere Glucosamine trennen 
kénnen, die erhaltenen Fraktionen aber nicht weiter aufgearbeitet. Jetzt 
konnten die oligomeren Glucosamine dargestellt werden. Dazu wurden 
zunachst mit der Anthron-Methode die Fraktionen ermitteit, die Substanz 
enthielten. Die Aminogruppen der Glucosamine wurden vorher durch 
salpetrige Saure in Hydroxygruppen iibergefiihrt, iiberschtissige salpetrige 
Saéure mit Ammoniumsulfamat zerst6rt. Die Kolorimetrie der Frak- 
tionen mit Anthron zeigte, daB die einzelnen Oligomeren sehr gut ge- 
trennt waren (Abb. 1). 

Wahrend Horowitz und Mitarbeiter® die Fraktionen mit Blei- 
carbonat entsduerten und damit offenbar keine guten Ergebnisse er- 
hielten, wurde an dieser Stelle mit Di-n-octyl-methyl-amin entsauert’. 
So konnten Chitobiose, Chitotriose, Chitotetraose und Chitopentaose 





~* Aus der chem. Diplomarb. H. P. Lenk, Freie Univ. Berlin 1961. 


1 A.G. Richards, Ergebn. Biol. 20, 1 [1958]. 

2 F.G. Pearson, R.H.Marchessault u. C. Y. Liang, J. Polymer Sci. 
43, 101 [1960]; N. E. Dweltz, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 44, 416 
[1960]; ebenda 51, 283 [1961]; N. E.Dweltz u. N. Anand, ebenda 50, 357 [1961]; 
A. B. Foster u. J. M. Webber, Advances Carbohydrate Chem. 15, 37] [1960]. 

3 R. H. Hackman, Proc. IV. Int. Congr. Biochem. Wien 1958, Bd. XII, 
S. 48, Pergamon Press, London 1959. 

4 E. Knecht u. E. Hibbert, J. Dyers Colorists 42, 344 [1926]. 

5 §. A. Barker, A. B. Foster, M.Stacey u. J. M. Webber, Chem. and 
Ind. 1957, 208; J. chem. Soc. [London] 1958, 2218. 

6 §. T. Horowitz, S. Roseman u. H.J. Blumenthal, J. Amer. chem. 
Soc. 79, 5046 [1957]. 
7 E. L. Smith u. J. E. Page, J. Soc. chem. Ind. 67, 48 [1948]. 
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in Form ihrer Hydrochloride erstmalig 20) 
gewonnen werden. Die potentiometri- P 
sche Chlorid-Bestimmung der erhalte- 
nen Produkte ergab eine gute Uberein- 
stimmung mit den theoretischen Chlo- 154 
rid-Werten. Die Substanzen waren chro- 
matographisch rein. Auf eine C-, H- und 


N-Analyse wurde verzichtet. Diese Eon 
hatte auch keine bessere Aussage tiber “ I 


den Reinheits- und Polymerisations- 
grad bringen kénnen als die Cl-Bestim- 
mung. Denn die Differenzen zwischen 


cosamine. H = Extinktion der Fraktionen 

nach Reaktion mit Anthron. Jede Fraktion 

enthielt 0,5—0,61. I = Glucosamin; IT = 

Chitobiose ; III = Chitotriose; I[V = Chitote- 
traose; V = Chitopentaose. 




















dem C- (H-; N-) Gehalt von Chitobiose und Chitopentaose betragen 
nur 0,93 (0,13; 0,18)%. 

Die Papierchromatographie wurde aufsteigend in dem Gemisch 
Pyridin/n-Pentanol-(2)/Wasser 8: 8: 7 durchgefiihrt. Dieses erwies sich 
als besser als das Gemisch Pyridin/Amylalkohol/Wasser 7 : 7 : 68. Da die 
Ry-Werte bei den Oligosacchariden sehr niedrig lagen, wurde die Mehr- 
fachchromatographie® !° angewandt. Die Anfarbung der Chromato- 
gramme erfolgte mit Ninhydrin oder Silbernitrat oder nach Morgan und 
Elson". Hoéhere Oligosaccharide lassen sich mit der letzten Methode 
allerdings nicht mehr sichtbar machen. Durch Kondensation mit Benzyl- 
amin!*, also durch Herstellung von N-Benzyl-glycosylaminen, konnten 
die R r-Werte auf das Vierfache erhéht werden. 


Durch Acetylieren mit Acetanhydrid!* wurden aus den oligomeren 
Glucosaminen die bereits bekannten N-Acetyl-Derivate® hergestellt. 
Auch diese waren chromatographisch einheitlich. Die acetylierten wie 
die nicht acetylierten Derivate gehorchen der Beziehung fiir polymer- 
homologe Reihen?: 

log (Rr~1—1) = m X const. (1) 


8 H. Masamune u. Z. Yosizawa, Tohoku J. exp. Med. 59, 1 [1953]. 

® A. Jeanes, C.S8. Wise u. J. R. Dimler, Analytic. Chem. 28, 415 [1951]. 

10 H. P. Lenk, Z. analyt. Chem., im Druck. 

u W.T.J. Morgan u. L. A. Elson, Biochem. J. 28, 988 [1934]. 

2 R.J. Bayly u. E. J. Bourne, Nature [London] 171, 385 [1953]. 

13 Y. Inouye, K. Onodera, Sh. Kitaoka u. Sh. Hirano, J. Amer. chem. 
Soc. 78, 4722 [1956]. 
M4 A.J. Martin, Biochem. Soc. Symposia 8, 4 [1949]. 
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(m = Polymerisationsgrad). Dazu wurden die "Rr-Werte (= Rr-Werte 
nach n-maligem Laufen) in die R r-Werte umgerechnet!°: 


ee ey ee (2) 


Die Ergebnisse von Gl. 1 wurden in Abb. 2 graphisch dargestellt. 
Die dargestellten Oligosaccharide lassen sich durch Lysozym 
spalten}, 

20 —_ asa 
Abb. 2. Abhangigkeit der Rr-Werte vom Poly- 
merisationsgrad m der erhaltenen Oligosaccha- 
ride. I = [Glucosamin]}m; II = [Acetylglucos- 


15 & 
“4 1 amin }m. 
cA . 
-_ 


a 10 4 Beschreibung der Versuche 
S pA “4 1. Chitin 
< 45 A Grob zerkleinerte Hummerschalen wurden 
2 mit Salzsiure, Natronlauge, Athanol und Ather 
gereinigt und dann zermahlen. Kaufliches Chitin 
(unbleached chitin; Nutritional Biochemicals 


j 2 Z Corporation, Cleveland, Ohio) wurde ebenso 
a—— behandelt. 
































2. Chitosan 

21 g pulverisiertes Chitin wurden in einem Rundkolben unter Durchleiten von 
N, mit 40 g festem Kaliumhydroxyd 95 Min. auf 180° erhitzt. Nach dem Erkalten 
wurde der Riickstand in 250 ml Wasser gelést und allmahlich mit 64 ml rauchender 
Salzsaure versetzt. Das braune Produkt wurde 3 Tage lang gegen flieBendes Leitungs- 
wasser, dann 20 Stdn. gegen stehendes dest. Wasser dialysiert. Die Suspension 
wurde durch Zentrifugieren und Absaugen geklart und im Vak. bis zum Sirup ein- 
geengt. Dieser wurde gefriergetrocknet. Ausb. 5,6 g Chitosan-Hydrochlorid als 
braunlich-gelbes Pulver. — Spater wurde kaufliches Chitosan (,,deacetylated 
chitin, white flake‘; Mann Research Laboratories, New York) verwendet. 


3. Hydrolyse von Chitosan 
31 g Chitosan wurden in 2,1 / Wasser gelést, mit 0,9 / rauchender HCl versetzt 
und innerhalb von 5 Tagen 44 Stdn. bei 100° hydrolysiert. Ein anscheinend un- 
veranderter Riickstand (8 g) wurde abfiltriert. Dann wurde mit Di-n-octyl-methyl- 
amin in CHCl, entsauert. Die neutrale Lésung wurde im Vak. eingeengt und gefrier- 
getrocknet. Ausb. 24 g an oligomeren Glucosaminen als schwach gelbes Pulver. 


4. Darstellung von einzelnen Oligomeren des Glucosamins 

a) Gradienten-Elution: 10g des nach 3. erhaltenen Oligomeren-Ge- 
misches in 60 ml Wasser wurden mit wenig Kohle entfarbt, mit Salzsiure auf 
pH 2—3 gebracht und auf eine Saule (etwa 5 x 50cm) von 1 kg Dowex 50WX2 
(H®-Form) gegeben. Es wurde mit 100 ml Wasser, dann unter einem Druck von 
0,2 atii mit 107 0,1n HCl eingewaschen. Dann wurde in der Apparatur von Horo- 
witz und Mitarbeitern® eine Gradienten-Elution mit 0,5 bis 4,15 HCl durch- 
gefiihrt. Die Salzsiure wurde von einem VorratsgefaB, das 25 1 2,16n HCl enthielt, 
in ein MischgefaB mit anfangs 161 0,5n HCl gedriickt. Nachdem die Salzséure im 
VorratsgefaB verbraucht war, wurde sie durch 25/ 4,15n HCl ersetzt. Bei 0,2 atii 

15 H. P. Lenk, M. Wenzel u. E.Schiitte, Naturwissenschaften 47, 516 
[1960]; M. Wenzel, H. P. Lenk u. E. Schiitte, diese Z. 326 [1961], im Druck. 
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wurde taglich bis zu 19 Stdn. eluiert, wobei meist 7 Fraktionen zu je 0,5—0,6 1 
gewonnen wurden. In 13 Tagen wurden 84 Fraktionen mit insgesamt 47,7 / Eluat 
gesammelt. Alle Fraktionen wurden bei —8° aufbewahrt. 


b) Kolorimetrie der Fraktionen: Zur Ermittlung der Fraktionen, welche 
die einzelnen Oligosaccharide enthielten, wurde aus jeder Fraktion 1 m/ entnommen 
und in kleinen Schalchen bei 40° im Trockenschrank zur Trockne eingedampft. 
Die Riickstaénde wurden in jeweils 1 ml Wasser gelést,davon 0,2 mi in ein Reagenz- 
glas pipettiert, zunachst 0,1 m/ lproz. NaNO, und dann 0,1 ml 20proz. Essigsiure 
zugefiigt, gut geschiittelt und 10 Min. stehen gelassen. Dann wurde 0,1 ml 6proz. 
Ammoniumsulfamat zugesetzt und innerhalb von 5 Min. mehrmals geschiittelt. 
Endlich wurden 1,2 mil frisch bereitetes Anthron-Reagenz (100mg Anthron 
..Merck**, zweimal aus Alkohol umkristallisiert, in 50 m/l konz. Schwefelsiure) zu- 
gesetzt. Nach Umschiitteln wurde 30 Min. stehen gelassen und im Eppendorf- 
Photometer mit der Hg-Lampe bei 587 my in 5-mm-Kiivetten die Extinktion 
bestimmt. Mit einem Reagenzien-Leerwert wurde vorher auf 0 gestellt. Graphische 
Darstellung der Ergebnisse s. Abb. 1. 

c) Gewinnung der einzelnen Oligosaccharide: Frakt. 11 + 12 (,,II* 

1,121), 16 + 17 (,,III* = 1,201), 22 + 23 (,,IV“ = 1,261) und 29 + 30 (,,V“ 
= 1,041) jeweils zusammen mit Di-n-octyl-methyl-amin in CHCl, entsauert, im 
Vak. bei einer Badtemperatur von 35° stark eingeengt, nochmals mit CHCl, aus- 
geschiittelt, wiederum eingeengt und gefriergetrocknet. Es wurden 1151 (735, 482, 
153) mg Chitobiose (Chitotriose, Chitotetraose, Chitopentaose) in Form ihres Di- 
(Tri-, Tetra-, Penta-)Hydrochlorids als schwach gelbliches (schwach gelbes, weiBes, 
braunlichgelbes) Pulver gewonnen. Beim Versuch der Schmelzpunktbestimmung 
zersetzten sich diese bei 150—170°. 


d) Chlorid- Bestimmung der oligomeren Glucosamine: Die Substanz 
wurde jeweils in wenigen ml Wasser gelést, mit Essigsiure schwach angesauert und 
mit 0,005n AgNO, potentiometrisch titriert (Tab. 1). 


Tab. 1. Chloridbestimmung. 

















; = Y 1) 
rn Finwaage 0,005n AgNO, Cl-Gehalt (°,) 
mg ml gef. | ber. 
Chitobiose - 2HCl 1,269 1,20 16,9 17,2 
Chitotriose - 3HCI 1,112 1,06 17,0 17,4 
Chitotetraose - 4HCl 3,966 3,80 ye pe 17,5 
Chitopentaose - 5 HCl 1,156 1,10 16,9 17,6 


5. Darstellung einzelner oligomerer Acetyl-glucosamine 


Zu einer Lésung von 1 mval Na in 0,5 ml absol. Methanol wurde jeweils die 
berechnete Menge des oligomeren Glucosamin-hydrochlorids (203—207 mg), gelést 
in 1—2 ml absol. Methanol, gegeben. Unter mechanischem Schiitteln wurde alle 
5 Min. 1 Tropfen Acetanhydrid zugefiigt. Nach Zugabe von 3—4 Tropfen hatte sich 
der anfangs gebildete Niederschlag fast vollstandig wieder gelést. Es wurde rasch 
abgesaugt und das Filtrat weiter acetyliert. Nach Zugabe von insgesamt 12 Tropfen 
(= 0,2 ml) Acetanhydrid wurde noch einige Stdn. weiter geschiittelt, der Nieder- 
schlag nach Stehenlassen bei —16° abzentrifugiert und zweimal mit kaltem absol. 
Methanol gewaschen. Nach Trocknen wurde aus Wasser/Alkohol umgefallt. Beim 
Pentameren wurde nur der halbe Ansatz gemacht. Die erhaltenen Substanzen 
stellen weiBe Pulver dar. Ausb. 54—68°%. Nach der Acetylierung war die Anfarb- 
barkeit der Substanzen mit Ninhydrin verschwunden. 


6. Papierchromatographie 


a) Oligomere Glucosamine und Acetylglucosamine: Pyridin/n-Pen- 
tanol-(2)/Wasser 8:8:7, aufsteigend, Dreifach-Entwicklung, Einzellauf = etwa 
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17 Stdn.; Papier: 2043b von Schleicher & Schiill; zuverlassigste Anfarbung mit 
0,1n AgNO,/5n NH,/2n NaOH 1: 1: 2. 


Tab. 2. ®Rea-Werte (= Rr-Werte nach 3maligem Lauf, bezogen auf Glucosamin 
1) bzw. ?Racga-Werte (AcGA = Acetylglucosamin) in Pyridin/Pentanol/ Wasser 














8:8:7. 
nicht acetyliert NH,-Gruppen 
Substanz (Hydrochloride) acetyliert 

3RGA 3RacGA 
Chitobiose ...... 0,42—0,46 0,63—0,65 
Chitotriose. ..... 0,18—0,21 0,43—0,45 
Chitotetraose. .... 0,08—0,11 0,27 
Chitopentaose ... . 0,05—0,06 0,22 


b) Benzylamin-Derivate oligomerer Glucosamine: Nach Auftragen 
der Glucosamine wurden etwa 5 uleiner 10proz. methanolischen Lésung von Benzyl. 
amin auf den gleichen Fleck aufgetragen. Aufsteigende Entwicklung in n-Butanol 
Athanol/Wasser/25proz. NH, 40: 12: 20: 1. Rr-Wert von Benzylamin: 0,93—0,94. 


Tab. 3. Rr-Werte der Oligomeren und ihrer Benzylamin-Derivate 
in n-Butanol/Athanol/Wasser/NH, 40: 12:20:1. 














Oligomer ° unverandert Benzylamin-Derivat 
Glucosamin. ..... 0,26 — 
Chitobiose .... . : 0,10 0,33 
Chitotriose. ..... 0,05 0,21 
Chitotetraose. ... . 0,02 0,09 
Chitopentaose ... . 0,01 0,03 


Zusammenfassung 


Es wird die Darstellung von Chitobiose, Chitotriose, Chitotetraose 
und Chitopentaose aus Chitin beschrieben. Diese oligomeren Glucosamine 
werden in die N-Acetyl-Produkte iibergefiihrt. Das papierchromato- 
graphische Verhalten aller dargestellten Substanzen wird in Abhangig- 
keit vom Polymerisationsgrad angegeben. 


Summary 


The preparation of chitobiose, chitotriose, chitotetraose and chito- 
pentaose from chitin is described. The oligomeric glucosamines are con- 
verted to the N-acetyl products. The paper chromatographic behaviour 
of all the products is shown in dependence of the degree of poly- 
merisation. 


Dr. Dr. Hans Peter Lenk, Physiologisch-Chemisches Institut der Freien Uni- 
versitat Berlin, Berlin-Dahlem, Lentzeallee 75. 





mi 





(1961) 


ng mit 


osamin 
Wasser 


a omnes 


tragen 
enzyl- 
itanol 
—0),94, 








Paose 
mine 
1ato- 
ngig- 


hito- 
con- 
riour 
0ly- 


Uni- 





Bd. 326 (1961) 121 


Qualitative und quantitative Bestimmung 
der saureléslichen Nucleotide der Rattenplacenta 
Yon 
Rolf Donath 
Aus dem Institut fiir Pathologische Physiologie der Universitit Jena 


(Der Schriftleitung zugegangen am 24. Juli 1961) 


Die Placenta stellt als embryonales und miitterliches Organ den 
Kontakt vom miitterlichen zum embryonalen Stoffwechsel her. Daraus 
ergibt sich auch ihre Funktion, die Versorgung des Embryos zu gewahr- 
leisten. Der Transport von Mineralien, Monosacchariden, Aminosauren, 
Fett- und Phosphatidbausteinen durch die Placenta wurde von einer 
Reihe von Autoren untersucht!. Dieser Transport ist eine aktive Stoff- 
wechselleistung der Placenta. Mit dem intensiven Embryonalwachstum 
in der zweiten Trachtigkeitshalfte steigen die Anforderungen an die 
Placenta; dies ist mit einer starken Zunahme des Placentargewebes ver- 
bunden. Von Mohri? wurden eine intensive RNA- und DNA-Synthese 
und ein ansteigendes RNA/DNA-Verhaltnis* in Rattenplacenten vom 
13. bis 20. Trachtigkeitstag gefunden. Vom 21. zum 22. Trachtigkeitstag 
kommt es zu einer Abnahme der RNA-Menge und damit zu einem Abfall 
des RNA/DNA-Verhaltnisses. 

Die in den Zellen vorkommenden Ribonucleotide nehmen im Stoff- 
wechsel eine zentrale Stellung ein, so als Bausteine der Ribonuclein- 
siuren, andererseits als Energieiibertrager bei Synthesen und anderen 
energieverbrauchenden Zelleistungen, wie aktiver Transport. Der Nu- 
cleotidgehalt eines Gewebes ist somit ein Ausdruck seiner Stoffwechsel- 
kapazitaét. Analysen des labilen Phosphates im saureléslichen Extrakt 
aus Rattenplacenten ergaben ebenfalls einen Anstieg pro mg Frisch- 
gewicht vom 10. bis zum 17. Trachtigkeitstag und einen Abfall kurz vor 
der Geburt?. 

* Folgende Abkiirzungen werden verwendet: RNA = Ribonucleinsaure, 
DNA = Desoxyribonucleinsaure, AMP, ADP, ATP = Adenosin-5’-mono-, -di- 
bzw. -triphosphat, entsprechend GMP, GDP, GTP, UMP, UDP, UTP und CMP, 
CDP, CTP fiir Guanin-, Uracil- und Cytosinnucleotide, DPN = Diphosphopyridin- 
nucleotid. 

1K. W. Page, Amer. J. Obstetr. Gynecol. 74, 705 [1957]; D. D. Hager- 
man u. C. A. Villee, Physiol. Rev. 40, 313 [1960]. 

2-H. Mohri, J. Fac. Sci., Imp. Univ. Tokyo, Sect. IV, 7, 221 [1955]. 

3 J. Ishida, H. Mohri u. K. Maruyama, J. Fac. Sci., Imp. Univ. Tokyo, 
Sekt. IV, 7, 205 [1955]. 
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Da diese Angaben nur einen Anhaltspunkt tiber die vorhandenen 
Triphosphatmengen darstellen, sollen in der vorliegenden Arbeit der 
Nucleotidgehalt und das Verhaltnis energiereicher zu energieaérmeren 
Nucleotiden in der Wachstumsphase der Placenten zu Beginn des zweiten 
Drittels und am Ende der Trachtigkeit bestimmt werden. 


Methodik 


Fir die Versuche wurden Wistar-Ratten verwendet, die eine Standardkost 
bekamen*. Die Tiere konnten bis zum Versuchsbeginn beliebig fressen. Der Trach- 
tigkeitsbeginn wurde durch Vaginalausstriche bestimmt‘. 


Die frei vorkommenden saureléslichen Nucleotide wurden durch Chromato- 
graphie an dem Anionenaustauscher Dowex 1 X 10, 200—400 mesh, in der Formiat- 
form nach Hurlbert et al.5 isoliert. 

Den Tieren wurden in Athernarkose im Kiihlraum bei +4° mdglichst rasch 
nacheinander die Placenten entnommen und diese gleich in einem mit Eiswasser 
gekiihlten Ganzglashomogenisator nach Potter und Elvehjem im doppelten 
Vol. 0,6 Perchlorsiure homogenisiert. Zur Aufarbeitung der Placenten eines Tieres 
wurden einschlieBlich der Narkosedauer durchschnittlich 6 Min. (30 Sek. pro Pla- 
centa) bendtigt. 

Bei einem Teil der Versuche wurden die Placenten in fliissiger Luft fixiert, in 
gefrorenem Zustand in 0,6n Perchlorséure von +4° gegeben und mit einem Ultra- 
Turrax-Gerit homogenisiert. Diese Art der Gewebsaufarbeitung erwies sich als 
unbrauchbar, da es zu einem bis zu 100proz. ATP-Abbau kommen kann. Die Testung 
des Saureeinflusses (0,4n Perchlorsaure, 1 Stde. bei 4°), der Neutralisation und der 
anschlieBenden Ionenaustauscherchromatographie auf die Stabilitat des ATP ergab, 
daB hierbei kein merklicher ATP-Abbau eintrat. Von einem ATP-Praparat** wurden 
96°,, als ATP, 3,8°, als ADP und 0,2% als AMP wiedergefunden. Es tritt somit 
wahrend der Aufarbeitung des Extraktes und der Ionenaustauscherchromato- 
graphie kein nennenswerter Abbau von ATP ein. Um einen eventuellen enzyma- 
tischen Abbau der labilen Triphosphate vor der Fixierung des Gewebes weitgehend 
herabzusetzen, wurden im Kiihlraum die Uteri mit den Placenten und den Embry- 
onen als Ganzes entnommen und in weniger als 2 Min. einschlieBlich der Narkose- 
dauer in fliissige Luft geworfen. Die Placenten wurden anschlieBend im Kiihlraum 
bei +4° in gefrorenem Zustand herausprapariert, gefroren in 0,6n Perchlorsaéure 
von +4° gegeben und auf gleiche Weise homogenisiert. Auch bei diesen Versuchen 
trat ein weitgehender ATP-Abbau zum AMP ein. 

Der Extrakt wurde bei +4° in einer gekiihlten Zentrifuge abzentrifugiert 
(5 Min. bei 3800 x g), Bromthymolblau zugegeben, mit 5n und In KOH auf pH 6,9 
bis 7,3 eingestellt und 10 bis 15 Min. bei 0° stehen gelassen. Der Kaliumperchlorat- 
niederschlag wurde abzentrifugiert (10 Min. bei 3800 x g). Der neutralisierte 
Extrakt wurde ohne zusatzlichen Druck auf die Ionenaustauscherséule gegeben. 
Stérendes, UV-Strahlen absorbierendes Material wurde anschlieBend mit 50 ml 
Wasser aus der Séule gewaschen. 

Die Elution erfolgte mit dem Ameisensiure-Ammoniumformiat-System und 
dem Ammoniumformiat-System bei pH 5 unter allmahlichem Konzentrations- 
anstieg>, Apparativer Aufbau: Vorratsgefi8, Mischgefa8 mit magnetischem Riihrer, 


* VEB Kiissnerwerk, Berlin. 
** Na, ATP - 4H,0, C. F. Boehringer & Séhne, Mannheim. 
4 H. Winkler, E. Goetze u. K. Meinerzhagen, Acta biol. med. german., 
im Druck. 
5 R. B. Hurlbert, H.Schmitz, A. F. Brumm u. V.R. Potter, J. biol. 
Chemistry 209, 23 [1954]; H. Schmitz, R. B. Hurlbert u. V. R. Potter, ebenda 
209, 41 [1954]. 
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kiihlbare Austauschersaéule und Fraktionssammler. Naihere Angaben sind den Ab- 
bildungslegenden zu entnehmen. 

Fiir die anschlieBende Rechromatographie wurden die Fraktionen ent- 
salzt: Die Ammoniumionen wurden mit Dowex 50, H®-Form, entfernt; die resul- 
tierende Ameisensaure konnte bei der Gefriertrocknung leicht mit entfernt werden. 

Zur Basenbestimmung wurden die Nucleotide aus der Elutionslésung an 
Aktivkohle adsorbiert, mit 50proz. Athanol, das 1° NH, enthielt, eluiert und im 
Vak. zur Trockne gebracht. Die Hydrolyse erwies sich mit 12 Perchlorsaure 1 Stde. 
bei 100° fiir Purin- und Pyrimidinnucleotide als vorteilhaft. Die Proben wurden 
mit Kalilauge neutralisiert, das Perchlorat entfernt und die iiberstehende Lésung 
zur Trockne gebracht. Die Basen wurden in einer geringen Menge 50proz. Athanol 
mit 1°,, NH, gelést und zur Papierchromatographie auf Schleicher & Schiill-Papier 
2043b gl aufgetragen. Als Lésungsmittel diente Isopropylalkohol/HCl/Wasser 
65: 16,7 : 18,3 in absteigender Richtung®. Der Nachweis der Flecken erfolgte direkt 
mit einem UV-Brenner (BGW-UV-Strahler) und Schott-UV-Filter UG 5 (2 mm) 
oder mit dem Photoprintverfahren nach Markham und Smith’. Die UDP-Deri- 
vate wurden 5 Min. mit 0,01 HCl bei 100° hydrolysiert*. Das N-Acetyl-glucosamin 
wurde nach Morgan und Elson® und die Hexosen papierchromatographisch mit 
n-Butanol/Eisessig/Wasser 4: 1:5 und Phenol/Wasser mit 1° NH, als Lésungs- 
mittel bestimmt ?°. 

Die Bestimmung der Extinktion bei 260 my (Schichtdicke 10 mm) diente 
auch zur quantitativen Auswertung der Versuche. Die millimolaren Extinktions- 
koeffizienten bei 260 my sind fiir Adeninnucleotide 14,1, fiir Guaninnucleotide 12,8, 
fir Uracilnucleotide 9,8 und fiir Cytosinnucleotide 6,85 [l-mMol-!-cm~1]. Die 
verschiedenen Phosphorylierungsstufen der Nucleotide zeigen gleiche optische 
Figenschaften #1, 


Ergebnisse 
1. Qualitative Bestimmungen 


Fiir die Nucleotide des séureléslichen Extraktes aus Placenten vom 
16. Trachtigkeitstag wurde das in Abb. 1 ersichtliche lonenaustauscher- 
chromatogramm erhalten. Einen ahnlichen Kurvenverlauf zeigt ein in 
Abb. 2 dargestelltes Ionenaustauscherchromatogramm der Nucleotide 
des séureléslichen Extraktes aus Placenten vom 22. Trachtigkeitstag, 
also kurz vor der Geburt. 

Die in Abb. 1 und 2 mit arabischen Ziffern gekennzeichneten Berge 
zeigten folgende Zusammensetzung: 

Berg 1: Im ersten Berg sind nach Hurlbert und Mitarbeitern® 
CMP, DPN und Harnsaure enthalten. Eine Rechromatographie dieser 
Fraktion ergab eine Auftrennung in drei Fraktionen (s. Abb. 3). Wahrend 
bei Anwendung des Ameisensauresystems diese Substanzen in der Reihen- 
folge CMP—DPN—Harnsaure getrennt werden, erscheinen sie beim 


6 A. Bendich inS. P. Colowick u. N. O. Kaplan, Methods in Enzymology 
Bd. III, S. 716, Academic Press, New York 1957. 

7 R. Markham u. J. D.Smith, Biochem. J. 45, 294 [1949]. 

8 R. B. Hurlbert u. V. R. Potter, J. biol. Chemistry 209, 1 [1954]. 

® W. T. J. Morgan u. L. A. Elson, Biochem. J. 28, 988 [1934]. 

10 A.Wacker in H.M.Rauen, Biochemisches Taschenbuch S. 1132, 
Springer-Verlag, Heidelberg 1956. 

11 H. Schmitz, Biochem. Z. 325, 555 [1954]. 
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Abb. 1. Ionenaustauscherchromatographie des siureléslichen Extraktes aus 
Rattenplacenten vom 16. Trachtigkeitstag. 


Ausgangsmaterial: 20,6 g Placenta (92 Stiick) von 11 Tieren. Austauscherharz: 

Dowex 1 X 10, Formiatform; Saulenvolumen 13 mil. Die Elution erfolgte unter 

kontinuierlichem Konzentrationsanstieg mit Ameisensaure (AS) und Ameisensaure- 

Ammoniumformiat-Gemisch (AF). Mischvol. 500 m/; Tropfgeschwindigkeit 8 Tr. 
Min.; Fraktionsvol.: 5,0—5,5 ml. 


Ammoniumformiat-System in der Reihenfolge DPN —CMP-— Harnsaure. 
Die erste Fraktion (DPN) zeigte ein Extinktionsverhaltnis 2,7;/E 46 

0,6; an der zweiten Stelle erschien CMP mit einem Extinktions- 
verhaltnis von 1,15 und drittens Harnséure mit 2,0. Papierchromato- 
graphisch konnte beim DPN Adenin und beim CMP Cytosin nachgewiesen 
werden. 

Berg 2: An dieser Stelle erscheint im Chromatogramm AMP. Da 
dieses schon mit dem Ameisensauresystem gut abgetrennt werden kann, 
wurde auf eine Rechromatographie verzichtet. Der Wert fiir 2,;/Fogo 
lag bei dem fiir Adenin charakteristischen Wert von 0,4. Papierchromato- 
graphisch konnte Adenin nachgewiesen werden. 

Berg 3: Nach dem AMP erscheinen nach Hurlbert und Mit- 
arbeitern im Ameisenséurechromatogramm nacheinander GMP, CDP, 
IMP und UMP. Diese Nucleotide konnten wir nur andeutungsweise 
nachweisen. Trat durch ungiinstige Fixierung des Gewebes, wie oben 
angegeben, ein teilweiser Abbau der energiereichen Nucleotide ein, so 
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Abb. 2. Ionenaustauscherchromatographie des saureléslichen Extraktes aus 
Rattenplacenten vom 22. Trachtigkeitstag. 
Ausgangsmaterial: 14,5 g Placenta (31 Stiick) von 4 Tieren. Austauscherharz: 
Dowex 1 X 10, Formiatform; Saéulenvolumen 8,5 ml. Die Elution erfolgte wie in 
Abb. 1 angegeben; Mischvolumen 400ml; Tropfgeschwindigkeit 7 Tr./Min.; 


len loi AS 


Fraktionsvol. 4,9—5,2 ml. 
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erschienen hier im Chromatogramm zwei Berge, in denen Guanin, Cytosin 
und Uracil papierchromatographisch nachgewiesen werden konnten und 
die somit GMP, CDP und UMP enthielten. 


Berg 4: Diese Fraktion enthalt nach Hurlbert und Mitarbeitern 
ADP. Papierchromatographisch konnte Adenin nachgewiesen werden. Da 
keine Verunreinigungen auftraten, wurde auf eine Rechromatographie 
verzichtet. Das Extinktionsverhaltnis 2,,;/H.) war 0,42. 
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Berg 5: Nach dem ADP erscheinen im Ameisenséure-Ammonium. 
formiat-System die UDP-Coenzyme. Von Saukkonen! konnten UDP. 
Acetylglucosamin, UDP-Glucose und UDP-Galaktose in Tumoren, 
Leber, Gehirn und Niere nachgewiesen werden. Der Morgan- Elson. 
Test und die papierchromatographische Hexosebestimmung waren 
positiv. Der erste Teil dieses zweigipfeligen Berges enthalt UDP-N. 
Acetyl-glucosamin, der zweite Teil die UDP-Hexose-Verbindungen. Als 
Base konnte Uracil nachgewiesen werden. 


Berg 6: Die nach Hurlbert und Mitarbeitern vor dem ATP im 
Chromatogramm erscheinenden Nucleotide GDP, CTP, UDP und UDP. 
Glucuronséure konnten nicht gut vom ATP abgetrennt werden, da nur 
geringe Mengen dieser Substanzen auftraten. Eine Rechromatographie 
mit ln und 2x Ammoniumformiatlésung als Elutionsmittel ergab, wie 
aus Abb. 4 ersichtlich, eine Auftrennung in Adenin, Guanin, Cytosin und 
Uracil enthaltende Nucleotide. Die Extinktionsverhaltnisse E,,;/F,,, 
waren: 0,4, 0,7, 1,25 und 0,6. Uber das Vorkommen von Uridindiphos. 
phat-glucuronséure kénnen keine Aussagen gemacht werden, da zu 
geringe Mengen vorlagen. In den Fraktionen vor dem ATP sind somit 


GDP, CTP und UDP enthalten. 
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Abb. 4. Rechromatographie des Berges 6 (Frakt. 241—285 der Abb. 1). 
Austauscherharz: Dowex 1 X 10, Formiatform; Saulenvolumen 8,5 ml. Die Elution 
erfolgte wie in Abb. 3 angegeben. Mischvol. 400 m/; Tropfgeschwindigkeit 7 Tr./Min.; 

Fraktionsvol. 4,9—5,2 ml. 


Berg 7: Ubereinstimmend mit den Ergebnissen von Hurlbert und 
Mitarbeitern enthalten die Fraktionen 291—310 der Abb. 1 ATP. Das 
Extinktionsverhaltnis H,,;/E.., war 0,42. Papierchromatographisch 
konnte Adenin nachgewiesen werden. 


12 J. J. Saukkonen, Ann. Med. exp. Biol. fenn. 84, 1 [1956]. 
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Berg 8 und 9: Die Triphosphate des Guanidins und Uridins lassen 
sich schlechter voneinander trennen. Die Fraktionen des Berges 8 zeigten 
im Papierchromatogramm als Base Guanin und die des Berges 9 Uracil. 


2. Quantitative Auswertung 


Wie die einleitenden Versuche zeigten, kann es bei der Aufarbeitung 
eines Gewebes sehr leicht zu einem Abbau der labilen Phosphatverbin- 
dungen kommen. Dies ist besonders bei der Beurteilung der quantita- 
tiven Verhaltnisse von energiereicheren zu energiearmeren Formen eines 
Nucleotides zu beriicksichtigen. In der Tabelle sind jeweils die Gesamt- 
mengen der Nucleotide mit einer bestimmten Base und die Verhaltnisse 
Triphosphate zu Di- und Monophosphaten angegeben. Die Cytosin- 
nucleotide konnten nur in geringer Menge als CMP und CTP nach- 
gewiesen werden. 


Nucleotidgehalt der Rattenplacenta am 16. und 22. Trachtigkeitstag. s = Stan- 

dardabweichung. Es wurden pro Versuch jeweils die Placenten mehrerer Tiere 

untersucht. Die Verhaltniszahlen, bezogen auf Diphosphat = 1, ergaben sich fiir 

den 16. Trachtigkeitstag aus dem Versuch der Abb. 1 und fiir den 22. Trachtig- 
keitstag aus den Werten der Abb. 2. 








Nucleotidgeh. Leia, 
Tracht.- | (uMol 100g Molares Verhaltnis Zahl der 

Nucleotid Tag Frischgew.) | Tri- : Di-: Mono- 

M+s phosphat Vers. | Tiere 

Adeninnucleotide 16 105 +18 28:1 :1,2 10 68 
22 85+2 ra Mae | 4 20 
Guaninnucleotide 16 18+2 4 : 1 :Spuren 11 73 
22 16+5 2,4 : 1 :Spuren 4 20 
Uracilnucleotide 16 24+4 4 : 1 :Spuren 6 46 
22 15+ 6,5 3,3 : 1 :Spuren 3 16 
UDP-Coenzyme 16 25+4,5 — 13 85 
22 16+ 0,7 — 2 8 

















Die Placenten vom 22. Trachtigkeitstag enthielten durchweg etwas 
geringere Mengen an Nucleotiden. Wahrend die Gesamtnucleotidmenge 
pro 100 g Frischgewicht am 16. Trachtigkeitstag im Durchschnitt bei 
172 uMol liegt, konnten in den Placenten vom 22. Trachtigkeitstag 
durchschnittlich nur 132 ~wMol nachgewiesen werden. Fir die Adenin- 
und Uracilnucleotide sowie fiir die UDP-Coenzyme wurde eine signi- 
fikante Abnahme mit p<5% gefunden. Der Gehalt an Uracilnucleotiden 
und UDP-Coenzymen war am 16. Trachtigkeitstag gleich und nahm am 
22. Trachtigkeitstag um den gleichen Betrag ab. 

Die molaren Verhiltnisse Tri-: Di-: Monophosphat der verschie- 
denen Nucleotide verhielten sich an beiden untersuchten Tagen unter- 
schiedlich. Wahrend bei den Adeninnucleotiden mit der Abnahme der 
Gesamtmenge die Verhaltnisse ATP/ADP mit 2,8 und 2,9 und AMP/ADP 
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mit 1,2 und 1 gleich blieben, ging das Verhaltnis Tri- : Diphosphat fiir 
Guanin- und Uracilnucleotide von 4 am 16. auf 2,4 bzw. 3,3 am 22. Trach. 
tigkeitstag zuriick. An beiden Trachtigkeitstagen traten GMP und UMP 
nur in Spuren auf. 


Diskussion 


In den Vorversuchen fiihrte das Arbeiten mit fliissiger Luft zu einem 
Abbau des ATP zum AMP, der durch sofortiges Fixieren des Placentar- 
gewebes mit gekiihlter Perchlorséure verhindert werden konnte. 

Uber ungiinstige Ergebnisse beim Arbeiten mit fliissiger Luft berichten auch 
Thorn und Mitarbeiter!*. Danach waren héchste ATP-Werte zu erzielen, wenn das 
Lebergewebe sofort in gekiihlter 0,33m Perchlorsiure homogenisiert wurde. Das 
ATP/ADP-Verhaltnis ging beim Arbeiten mit fliissiger Luft von 2,96 auf 1,68 
zuriick. Dianzani' kam zu einem gleichen Ergebnis. Er fand eine Abnahme des 
ATP/ADP-Verhaltnisses in Leber von 3,2 auf 1,3. Nachteilig wirkt sich beim Ar. 
beiten mit fliissiger Luft auch die schon vor dem Homogenisieren einsetzende Ei- 
weiBfallung aus. Eine gleiche Beobachtung machten Bornig und Mitarbeiter’; 
danach tritt bei einer grobflockigen EiweiBfallung im Gegensatz zur feinsuspen- 
dierten, ein starker ATP-Abbau und ein Anstieg des AMP auf. Auf diese Erschei- 
nung weisen auch Canellakis und Mitarbeiter’® hin, die nach enzymatischer 
Synthese von Desoxyribonucleosidtriphosphaten durch Enzymextrakte aus Esche- 
richia coli und Backerhefe das unverinderte Inkubationsgemisch auf eine Dowex- 
1X10-Formiatséule gaben und auf eine SaureeiweiSfallung verzichteten, da es 
durch diese zu Verlisten an Triphosphaten kam. 


Beim sofortigen Fixieren der Placenten in gekiihlter Perchlorsdure 
konnte ein Ubergewicht an Triphosphaten nachgewiesen werden. Ein 
hohes Triphosphat-Diphosphat-Verhaltnis stellte sich am 16. Trachtig- 
keitstag fiir die Uracil- und Guaninnucleotide ein. Als Monophosphat 
trat nur AMP in meBbarer Menge auf. Fiir die Adeninnucleotide ist das 
Verhaltnis Triphosphat + Monophosphat/Diphosphat das gleiche wie 
fiir die Guanin- und Uracilnucleotide. Nach Kalckar?’ ist UTP stabi- 
ler gegen Séure als ATP. Es besteht daher die Méglichkeit, daB sich die 
Verhaltniszahlen abhangig von den Versuchsbedingungen kiinstlich ein- 
stellen und beim ATP ein gewisser Abbau zum AMP eintritt. Ein Vergleich 
mit den Ergebnissen von Ishida, Mohri und Maruyama’? zeigt, dab 
optimale Mengen an labilem Phosphat nachgewiesen werden konnten, 
vor allem wenn man beriicksichtigt, da als labiles Phosphat auch andere 
labile Phosphate mitbestimmt werden. Umgerechnet ergibt der Gehalt 
an Di- und Triphosphat in der Placenta vom 16. Trachtigkeitstag 
214 uMol labiles Phosphat und vom 22. Trachtigkeitstag 170 Mol 
labiles Phosphat pro 100 g Frischgewicht. Ishida und Mitarbeiter be- 
stimmten den Gehalt an labilem Phosphat im saureléslichen Extrakt aus 


13: W. Thorn, J. Heimann, G. Gercken u. B. Miildener, Z. ges. exp. Med. 
130, 497 [1958]. 

14M. U. Dianzani, Biochem. J. 65, 116 [1957]. 

15 H. Bornig, persdénliche Mitteilung. 

16 E.S. Canellakis, M. E. Gottesman u. H. O. Kammen, Biochim. bio- 
physica Acta [Amsterdam] 39, 82 [1960]. 
17 H. M. Kalckar, Science [Washington] 119, 479 [1954]. 
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Rattenplacenten an verschiedenen Trachtigkeitstagen. Von diesen Au- 
toren konnten am 16. Trachtigkeitstag 210 wMol labiles Phosphat und 
am 21. Trachtigkeitstag 113 uMol labiles Phosphat pro 100g Frisch- 
gewicht nachgewiesen werden. Analoge Phosphorbestimmungen im 
siureléslichen Extrakt aus Meerschweinchenplacenten ergaben am 41. 
bis 45. Tag (Tragzeit 60 Tage; entspr. d. 16. Trachtigkeitstag der Ratte) 
fiir das labile Phosphat durchschnittlich 187 ~Mol pro 100g Frisch- 


gewicht!®. 


In der Wachstumsphase der Placenta ist gegeniiber dem Zeitpunkt 
kurz vor der Geburt ein héherer Nucleotidgehalt vorhanden. Das Ver- 
haltnis UTP/UDP und GTP/GDP ist am 22. Trachtigkeitstag kleiner. 
Dies weist auf eine geringer werdende Syntheseleistung hin. Damit tiber- 
einstimmend geht auch die Menge an UDP-Coenzymen und nach Mohri? 
das RNA/DNA-Verhaltnis zuriick. Zu erwahnen ist, daB mit der Ab- 
nahme der Gesamtmenge das Verhaltnis Uracilnucleotide zu UDP- 
Coenzymen gleich bleibt und die Uracil- und Guaninnucleotide am 
16. Trachtigkeitstag das gleiche und am 22. angenahert das gleiche Ver- 
haltnis Tri- zu Diphosphaten aufweisen. Obwohl die Gesamtmenge an 
Adeninnucleotiden abnimmt, bleibt das ATP/ADP-Verhiltnis gleich. 
Dies deutet darauf hin, daB bei gleichbleibender Relation energiereicher 
zu energiedrmeren Adeninnucleotiden die ATP-abhangigen aktiven 
Transportleistungen der Placenta bis zur Geburt erhalten bleiben. 
Wahrend zwischen ruhenden und wachsenden Geweben keine quali- 
tativen Unterschiede bestehen, konnte ein vermehrtes Auftreten von 
Triphosphaten auch in anderen schnell wachsenden Geweben, wie z. B. 
Tumoren, nachgewiesen werden !?. Die von Mohri festgestellte Abnahme 
des RNA-Gehaltes vom 21. zum 22. Trachtigkeitstag fiihrt zu keinem 
meBbaren Anstieg der Mononucleotidmenge. 


Vergleicht man den in der Placenta ermittelten Nucleotidgehalt 
mit dem der Leber, so findet man geringere Werte. In der Leber von 
Ratten konnten z. B. fiir Adeninnucleotide pro 100g Frischgewicht 
370 uMol'® und 380 4Mol?!® nachgewiesen werden. Das ATP/ADP-Ver- 
haltnis bei diesen Arbeiten war 2,96 und 3,3. Diese Verhaltnisse stimmen 
mit dem in der Placenta gefundenen iiberein. Bei geringerer Gesamt- 
menge liegen in der Placenta also in dieser Beziehung ahnliche ener- 
getische Verhaltnisse wie in der Leber vor. Nach Untersuchungen von 
Le Page?® werden mit der Ionenaustauscherchromatographie des saure- 
léslichen Extraktes tiberwiegend die Ribonucleotide erfaBt. In der ATP- 
Fraktion aus Tumorgewebe war weniger als 1% des gesamten ATP 
Desoxyadenosintriphosphat und im AMP war kein Desoxyadenosin- 
monophosphat nachweisbar. 





18 F. Fuchs u. A.-R. Fuchs, Acta physiol. scand. 39, 277 [1957]. 
19 H. J. Hohorst, F. H. Kreutz u. T. Biicher, Biochem. Z. 382, 18 [1959]. 
20 G. A. Le Page, J. biol. Chemistry 226, 135 [1957]. 
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UDP-Glucuronsaure konnte nicht bestimmt werden. Auch Dutton! 
konnte, wie in der fétalen Leber, in der Placenta nur eine sehr gerine 
Glucuronidbildung nachweisen. 

Herrn Doz. Dr. Schmitz méchte ich fiir die wertvollen methodischen Hin. 


weise zur Durchfiihrung der Ionenaustauscherchromatographie meinen besonderen 
Dank aussprechen. 


Zusammenfassung 


Die saureléslichen Ribonucleotide der Rattenplacenta am 16. und 
22. Trachtigkeitstag wurden qualitativ und quantitativ bestimmt. Im 
Chromatogramm erschienen die Mono-, Di- und Triphosphate des 
Adenosins, Guanosins und Uridins, Cytidylmono- und _ -triphosphat, 
Diphosphopyridinnucleotid, Uridyldiphospho-Acetylglucosamin — und 
-Hexose. Dabei fanden sich 3- bzw. 4mal so viel Triphosphate als Di- 
phosphate, wahrend Guanosin- und Uridinmonophosphat nur in Spuren 
nachgewiesen werden konnten. Die Placenten vom 22. zeigten im Ver- 
gleich zum 16. Trachtigkeitstag einen durchweg geringeren Nucleotid- 
gehalt, doch blieb das ATP/ADP-Verhaltnis konstant, wahrend das 
Verhaltnis Tri- zu Diphosphat fiir die Guanin- und Uracilnucleotide 
zuriickging. 


Summary 


The acid-soluble ribonucleotides of rat placenta were determined 
qualitatively and quantitatively on the 16th. and 22nd. day of preg- 
nancy. The mono-, di- and triphosphates of adenosine, guanosine and 
uridine, eytidylmono- and triphosphate, diphosphopyridine nucleotide. 
uridyldiphosphoacetylglucosamine and -hexose were detected chromato- 
graphically. The concentration of triphosphates was 3—4 times higher 
than that of diphosphates, while the monophosphates of guanosin and 
uridine could be detected only in trace amounts. The nucleotide content 
of the placentas was much lower on the 22nd. than on the 16th. day of 
pregnancy; the ATP/ADP ratio remained constant, while the ratio of 
tri- to diphosphate for the guanine and uracil nucleotides decreased. 


Dipl.-Biol. Rolf Donath, Institut fiir Pathologische Physiologie der Universitat 
Jena, Zentraler Platz. 


21 G. J. Dutton, Biochem. J. 71, 141 [1959]. 
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Diinnschichtchromatographische Trennung 
einiger Stoffwechselprodukte des Tryptophans 
Von 
T. Diamantstein und H. Ehrhart 


Aus dem Institut fiir Chemische Technologie der Technischen Hochschule Miinchen 
(Direktor: Prof. Dr. F. Patat) 
und der I. Medizinischen Klinik der Universitit Miinchen 
(Direktor: Prof. Dr. H. Schwiegk) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Juli 1961) 


Die biologischen Beziehungen zwischen Tryptophan und Nicotin- 
siure begegnen seit einiger Zeit zunehmendem Interesse von Biochemi- 
kern und Klinikern. Die dabei auftretenden vielfaltigen Fragestel- 
lungen erfordern méglichst rasch arbeitende Analysenverfahren, die 
noch kleinste Mengen von Stoffwechselprodukten erfassen und eine an- 
nahernd quantitative Bestimmung zulassen. Speziell fiir den Nachweis 
von Tryptophanmetaboliten im Urin hat sich die Diinnschichtchromato- 
graphie gut bewahrt. Damit gelingt der Nachweis von zehn uns be- 
sonders interessierenden Stoffwechselprodukten des Tryptophans auch 
in kleinsten Konzentrationen. 


Methodik und Materialien 


Etwa 300 diinne Sorptionsschichten wurden auf Glasscheiben von 200 
215mm bzw. 150 x 215mm nach Vorschrift von Stahl! mit einem selbst- 
angefertigten Streichgerat aufgebracht. Als Sorptionsschicht diente Kieselgel G 
fiir Diinnschichtchromatographie ,,Merck**. Die Platten wurden 30 Min. bei 110° 
aktiviert und bis zur Verwendung in einem mit Silikagel beschickten Exsikkator 
aufbewahrt. Die Markierung der Startpunkte bzw. des Endes der Trennstrecke 
erfolgte mit Hilfe einer Schablone durch Einstiche. Die Trennstrecke betrug 120 
bzw. 150 mm. Die Trennkammern wurden mit je 100 ml eines jeweils frisch be- 
reiteten Elutionsgemischs beschickt. Als Elutionsgemische dienten: 1. E,: Chloro- 
form/Methanol/Eisessig 75: 20:5; 2. E,: Methylacetat/Isopropylalkohol/25proz. 
Ammoniak 45 : 35 : 20. 

Nach Istdg. Aquilibrieren und ,,Kammeriibersattigung‘‘ konnten die Platten 
bei Zimmertemperatur entwickelt und nach 30 Min. Lufttrocknung die im fol- 
genden genannten Substanzen unter UV-Bestrahlung bzw. durch Bespriihen mit 
Ehrlich-Reagenz sichtbar gemacht werden. 

Die Testsubstanzen Tryptophan (1), Indol (2), Harnindikan (3), pL-Kyn- 
urenin (4), 3-Hydroxy-kynurenin (5), Kynurensaéure (6), Xanthurensadure (7), 
Anthranilsiure (8), 3-Hydroxy-anthrunilsiure (9), 2-Amino-3-hydroxy-aceto- 
phenon (10) wurden in Athanol unter Erwarmen gelést und jeweils 0,002—0,004 ml 
(0,05—0,1 ug) oder aus einem Substanzgemisch (M1) aus diesen 10 Lésungen 
jeweils 0,02—0,04 ml mit einer Pipette punktformig aufgetragen. 


1 KE. Stahl, Chemiker-Ztg. 82, 323 [1958]. 











T. Diamantstein und H. Ehrhart, Bd. 326 (1961) 
Ry-Werte und Farbreaktionen der 10 Tryptophan-Stoffwechselprodukte. 
Lésungsmittelgemische: E, = Chloroform/Methanol/Eisessig 
x, = = Methylacetat/Isopropylalkohol/Ammoniak 




















Farbe mit 
Ry Rr Farbe 4 
Substanz in E, in E, im UV —— 
eagenz, 
Tegpeopman (1): ... . < . « siurs 0,07 0,25 —_ violett 
SOUS) ONS ae eee ee 0,98 0,90 blau violett 
Harnindikan (3) ......... 0,14 0,61 braun braun 
DE-Kynurenin (8)... i) 2s es 0,11 0,32 griinblau |gelbbraun 
3-Hydroxy-kynurenin (5) .... . 0,06 0,16 gelbgriin | orange 
Kynurenséure (6). ........ 0,18 0,45 griin * — 
Xanthurenséure (7). ....... 0,26 0,45 grau -— 
Anthranilsiure (8) ........ 0,91 0,45 hellblau | gelb 
3-Hydroxy-anthranilséure (9). 0,75 0,31 hellblau | gelb 
2-Amino-3-hydroxy- acetophenon (10) 0,93 0,88 blau gelbbraun 


* nach 12 Stdn. 


Bei den zweidimensionalen Chromatogrammen betrugen die Trennstrecken 
mit Elutionsmischung E,, mit der zuerst chromatographiert wurde, 150 mm, mit 
Elutionsgemisch E, 120 mm. Je 20mm von der unteren Kante der Platte (200 

x 215 mm) entfernt, wurde 0,05 ml Substanzgemisch M 1 punktférmig aufgetragen. 
Die Platten wurden nach etwa 50 Min. Entwicklungszeit mit dem Elutionsgemisch 
E, 1 Stde. an der Luft getrocknet, dann mit Gemisch E, in der zweiten Richtung 
etwa 70 Min. entwickelt. 

0,05—0,08 ml Urin wurde eindimensional mit Gemisch E, chromatographiert. 
Als Vergleichssubstanzen dienten 0,05 m/l Substanzgemisch M 2 (je 0,1 mg Xan- 
thurenséure, Kynurensaéure, Indikan und pi-Kynurenin) und eine Mischung 
Urin/Substanzgemisch M 1 1: 1, ebenfalls 0,08 mi. 


Ergebnisse 


Die schnellsten und besten Trenneffekte zeigten sich auf Kieselgel- 
G-Schichten mit dem sauren Gemisch E,. Mit diesem gelang die Trennung 
von Tryptophan, Indol, Harnindikan, DL-Kynurenin, 3-Hydroxy- 
kynurenin, Kynurensaure, Xanthurensaéure, Anthranilséure, 3-Hydroxy- 
anthranilsiure und 2-Amino-3-hydroxy-acetophenon (Abb. 1, links). 

Mit Chloroform/Eisessig 95:5, was von Stahl? zur Trennung von 
einfachen Indolderivaten angegeben wurde, gelang es lediglich, 2- Amino- 
3-hydroxy-acetophenon, 3-Hydroxy-anthranilsaure, Anthranilsiéure und 
Indol zu trennen. 

Das Gemisch E, war nur teilweise brauchbar, denn Kynurensaure, 
Xanthurensdéure und Anthranilsdure einerseits und 3-Hydroxy-anthra- 
nilsture und DL-Kynurenin andererseits zeigten jeweils gleiche Rr- 
Werte und lieBen sich nicht voneinander unterscheiden. 

Jedoch erzielten wir mit der Kombination der Gemische E, und E, 
zu einem zweidimenisonalen System eine sehr gute Auftrennung der 
verschiedenen als Testsubstanzen dienenden Tryptophanderivate (Abb.1). 


2 E. Stahl u. H. Kaldewey, diese Z. 323, 182 [1961]. 
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Abb. 1. Links: Diinnschichtchromatogramm eines Gemischs (M1) von 10 Stoff- 
wechselprodukten des Tryptophans im UV-Licht und nach Bespriihen mit Ehrlichs 
Reagenz. Elutionsmittel: Chloroform/Methanol/Hisessig 75: 20:5. Sorptions- 
schicht: Kieselgel G. Laufzeit: etwa 50 Min. M 1 enthielt je 0,5 ug. Tryptophan (1), 
Indol (2), Harnindikan (3), pL-Kynurenin (4), 3-Hydroxy-kynurenin (5), Kynuren- 
siure (6), Xanthurensaure (7), Anthranilsiure (8), 3-Hydroxy-anthranilsaure (9), 
2-Amino-3-hydroxy-acetophenon (10). 
Rechts: Zweidimensionales Diinnschichtchromatogramm von M1. Erste Lauf- 
richtung: Chloroform/Methanol/EKisessig 75: 20:5, zweite Laufrichtung: Methyl- 
acetat/Isopropylalkohol/25proz. Ammoniak 45 : 35: 20. 


Diinnschichtchromatogramme vom Urin tryptophanbelasteter Pa- 
tienten mit chronischer Myelose als Beispiel (Abb. 2) zeigen, daB eine 
vorherige Anreicherung der gesuchten Metaboliten, wie es Dalgliesh® 
empfohlen hat, mit unserer Methode nicht erforderlich ist. Schon 0,05 m/ 
einer Urinprobe mit sehr kleiner Metabolitenkonzentration reichte zur 
Trennung und Nachweis der betreffenden Substanzen aus und die R r- 
Werte blieben trotz der im Urin vorhandenen erheblichen Salz- und 
Fremdstoff-Konzentration gegentiber Testsubstanzen gleich. Damit 
bieten sich gute Aussichten auch bei der Untersuchung biologischen 
Materials ohne langwierige und mit Substanzverlusten verbundenen 
Aufbereitungsverfahren. Eine schnelle und quantitative Auswertung 
wird in Kiirze mitgeteilt. 


3 C.F. Dalgliesh, Z. clin. Pathol. 8. 73 [1955]. 
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Abb. 2. Diinnschichtchromatogramm des Urins eines tryptophanbelasteten Pa- 
tienten mit chronischer Myelose im UV-Licht photographiert: Elutionsmittel : 
Chloroform/Methanol/Eisessig 75: 20:5. Bei den Punkten 1, 3 und 4 wurden 
jeweils 0,05, 0,06 und 0,08 m/ Urin aufgetragen. Bei Punkt 2 eine Mischung von 
pDL-Kynurenin, Harnindikan, Kynurensiure und Xanthurensiure (M 2); bei 
Punkt 5 0,08 ml einer Mischung von M 2 und Urin (1 : 1). Beiden zweiim Bild wenig 
deutlichen, nicht identifizierten Flecken mit den héchsten Ry-Werten, die immer 
mit Xanthuren- und Kynurenséure zusammen auftreten, handelt es sich wahr- 
scheinlich um deren Acetylderivate. 


Zusammenfassung 


Die diinnschichtchromatographische Trennung von Tryptophan, 
Indol, Harnindikan, DL-Kynurenin, 3-Hydroxy-kynurenin, Kynuren- 
siure, Xanthurensdure, Anthranilsiure, 3-Hydroxy-anthranilsiure und 
2-Amino-3-hydroxy-acetophenon wird beschrieben. Die Methode eignet 
sich zum Nachweis von Tryptophanmetaboliten in biologischem Material. 


Summary 


Tryptophan, indole, urinary indican, DL-kynurenine, 3-hydroxy- 
kynurenine, kynurenic acid, xanthurenic acid, anthranilic acid, 3-hy- 
droxyanthranilic acid and 2-amino-3-hydroxyacetophenone have been 
separated by thin layer chromatography. The method is suitable for the 
detection of tryptophan metabolites in biological material. 


Dr. T. Diamantstein, Institut fiir Chemische Technologie der Techn. Hoch- 
schule, Miinchen 2, Arcisstr. 21. 
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Zum Tyrosinstoffwechsel der Insekten, V! 


Reindarstellung, Kristallisation und Substratspezifitat 
der o-Diphenoloxydase* aus Calliphora erythrocephala 


Von 
Peter Karlson und Hartmut Liebau** 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Miinchen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 31. Juli 1961) 


Herrn Dr. W. Merz zum 60. Geburtstag gewidmet 


In der IV. Mitteilung! hatten wir iiber das Phenoloxydasesystem 
der Calliphora-Larven berichtet. In frischen Homogenaten ist eine 
Praphenoloxydase enthalten, die durch ein Aktivator-Enzym in die 
aktive Form umgewandelt wird. Von den verschiedenen Komponenten 
des Systems haben wir zunachst die aktive Phenoloxydase, das Endpro- 
dukt der Umwandlung, naher untersucht. Das Enzym konnte in einheit- 
licher Form dargestellt und kristallisiert erhalten werden. Seiner Spezi- 
fitat nach ist es als o-Diphenoloxydase zu klassifizieren. 

Uber die Phenoloxydasen der Insekten liegen nur verhaltnismaBig wenige 
Untersuchungen vor?; die meisten Autoren haben sich entweder mit pflanzlichen 
Enzymen oder mit dem Ferment aus Mausemelanomen beschaftigt. In unserer 
I. Mitteilung? haben wir eine Darstellungsvorschrift aus Calliphora gegeben, die 
von Acetontrockenpulver ausging. In diesem Acetontrockenpulver liegen noch 
Praenzym und Aktivator vor; die Aktivierung des Praenzyms vollzieht sich ahnlich, 
jedoch rascher als bei Homogenaten von frischen Larven. Schon nach kurzer Ex- 
traktion (3 Min.) ist die Endkonzentration an aktiver Pheno!oxydase erreicht. 

Das Enzym ist zunachst léslich; l4Bt man die Extrakte langer 
stehen, so erhalt man ein Praéparat, das sich durch hochtouriges Zentri- 
fugieren leicht abschleudern 1é8t. Wir haben deshalb seinerzeit ange- 
nommen, daB die Phenoloxydase partikelgebunden ist. Das trifft jedoch 
nicht zu; die hochmolekulare, zentrifugierbare Form entsteht vielmehr 

* Systemat. Name: o-Diphenol:0,-Oxydoreduktase (1.10.3.1); vgl. Report 
of the Commission on Enzymes of the International Union of Biochemistry, I.U.B. 
Sympos. Series 20, Pergamon Press, Oxford 1961. 

** Teil der Dissertation von Hartmut Liebau, Univ. Miinchen 1961. 

1 TV. Mitteil.: P. Karlson u. A. Schweiger, diese Z. 328, 199 [1961]. 

2 C. R. Dawson u. W. B. Tarpley, in J. B. Sumner u. K. Myrback, The 
inzymes, Bd. TI/1, 8. 454, Academic Press, New York 1951. 

3 T, Mitteil.: P. Karlson u. H. Schmid, diese Z. 300, 35 [1955]. 
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durch eine Aggregation, an der die Produkte der enzymatischen Re. 
aktion, die o-Chinone, beteiligt sind (vgl. dazu auch 1. c.*). Es war daher 
fiir eine Reinigung des Enzyms in der urspriinglichen, loslichen. Form 
wichtig, die enzymatische Reaktion wenigstens so lange zu hemmen, bis 
das endogene Substrat véllig entfernt worden ist. Nach langeren Experi- 
menten mit verschiedenen Inhibitoren haben wir in der Ascorbinsaure 
einen Stoff gefunden, der hierfiir sehr geeignet ist. Ascorbinsdure wirit 
in héherer Konzentration als reversibler Inhibitor; in geringer Kon- 
zentration vermag sie die o-Chinone zu reduzieren, ehe diese mit dem Pro- 
tein reagieren kénnen. 


Reindarstellung und Reinheitspriifung des Enzyms 


Zur Reindarstellung sind wir vom Acetontrockenpulver ausge- 
gangen, dessen Darstellung friiher beschrieben wurde* und das in der 
Kalte mindestens 3 Monate ohne Aktivitatsverlust aufbewahrt werden 
kann. 

Zur Extraktion wurde m/15 Phosphatpuffer (pH 7) unter Zusatz von Ascorbin- 
siure verwendet; die Gewebstriimmer wurden dann bei 25000 x g abzentrifugiert, 
und der Uberstand wurde zunachst gegen Phosphat-Ascorbinsaure-Puffer, dann 
gegen Phosphatpuffer (pH 7,5) dialysiert. Die Proteinlésung wurde durch Zentri- 
fugieren bei 25000 x g geklart. Als nachster Reinigungsschritt wurde eine Ultra- 
zentrifugation angeschlossen. Bei 40000 U./Min. (maximal 144000 x g) wird das 
Enzym in einer Zone iitber dem Boden des Zentrifugenréhrchens konzentriert. 
Diese Zone wurde isoliert, mit Phosphatpuffer auf das 10fache verdiinnt und erneut 
durch Ultrazentrifugation konzentriert. 

Die so erhaltene Enzymlésung kann ohne Aktivitatsverlust lyo- 
philisiert werden. Das lyophilisierte Praparat ist bei —30° mindestens 
zwei Monate haltbar; im Eisschrank bei etwa 4° war die Aktivitat in 
14 Tagen auf etwa die Halfte gesunken. 


Zur Kristallisation wurde die Enzymlésung mit Ammonium- 
sulfat bis zu 30proz. Sattigung versetzt und bei 0° langere Zeit offen 
stehen gelassen. Durch Verdunstung des Wassers stieg die Ammonium- 
sulfatkonzentration, und das Enzym schied sich in kristallisierter Form 
ab. 

In der analytischen Ultrazentrifuge zeigte das Enzympraparat 
eine einheitlich wandernde Bande (Abb. 1). Die Sedimentationskonstante 
wurde zu 178 bestimmt. Zusammen mit der Diffusionskonstanten 
(D = 3,1 - 10-7 em?/Sek.) errechnet sich daraus ein Molekulargewicht 
von 530000. 

Bei der Papierelektrophorese wandert das Enzym als einheit- 
liche Zone. Verunreinigungen durch weitere Proteine waren nicht zu 
erkennen. 

DaB das hier rein dargestellte Protein wirklich mit dem Enzym iden- 
tisch ist, ergibt sich aus der hohen enzymatischen Aktivitat. Zum 





4 N. H. Horowitz u. M. Fling in W. McElroy u. B. Glass, Amino Acid 
Metabolism, 8. 207, The Johns Hopkins Press, Baltimore 1955. 
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Nachweis im enzymatischen Test sind Konzentrationen von 5—10 ug 
Protein/m/ ausreichend. 





Abb. 1. Sedimentationsdiagramm der o-Diphenoloxydase in der analytischen Ultra- 
zentrifuge (Phywe) bei 51000 U./Min. (etwa 186000 x g). Fermentkonzentration 
1% in m/15 Phosphatpuffer pH 7. 

1. Bild 5 Min., 2. Bild 25 Min., 3. Bild 45 Min. nach Erreichen der vollen Tourenzahl. 


Das Enzym wird durch eine Reihe von Enzymgiften gehemmt, z. B. von 
Phenylthioharnstoff, von Athylendiamin-tetraessigsiure und von Cyanid. Es 
dirfte sich deshalb um ein Schwermetall-Proteid handeln. Wir nehmen an, daB das 
Calliphora-Enzym, wie die Phenoloxydasen anderer Herkunft, Kupfer enthalt; 
allerdings gelang es uns nicht, das mit Cyanid inaktivierte Enzym nach Dialyse 
des iiberschiissigen Cyanids durch Cu?®-Ionen zu reaktivieren. 


Bestimmung der Michaelis-Konstanten fiir verschiedene 
Substrate 


Fir die Biochemie der Sklerotisierung® war die Kenntnis der Sub- 
stratspezifitat des Enzyms von erheblicher Bedeutung. Wir haben des- 
halb fiir verschiedene Substrate die Michaelis-Menten-Konstante be- 


stimmt, um Anhaltspunkte iiber das sklerotisierende Agens zu gewinnen. 

Zur Messung der Reaktionsgeschwindigkeiten sollte zunaéchst der optische 
Test benutzt werden, der in unserer IV. Mitteilung! beschrieben ist. Dabei ergaben 
sich jedoch Schwierigkeiten, weil die gefarbten Produkte, die aus den verschiedenen 
Substraten entstehen, unterschiedliche Absorptionsmaxima aufweisen. Wir haben 
deshalb in Anlehnung an Miller und Dawson® Ascorbinsaure zugesetzt, die das 
gebildete o-Chinon sofort zum o-Diphenol reduziert und dabei selbst in Dehydro- 
ascorbinsaure iibergeht. Die Umsetzung erfolgt rasch und stéchiometrisch, so daB 
die verschwundene Ascorbinsaiure ein quantitatives MaB fiir die enzymatische 
Reaktion ist. Das Verfahren bot auBerdem noch den Vorteil, daB die Substrat- 
konzentration sich wahrend der Messung nicht andert und man eine Reaktion 
nullter Ordnung registriert. Es ist lediglich darauf zu achten, da nicht zu hohe 
Ascorbinsdurekonzentrationen verwendet werden, da dann eine Hemmung des 
Enzyms zu beobachten ist. Die Michaelis-Konstanten selbst wurden in der iiblichen 
Weise aus den Lineweaver-Burk-Diagrammen entnommen. 

In ihrer urspriinglichen Form setzt die Michaelis-Menten-Theorie 
voraus, da zunachst in schneller Reaktion ein Enzym-Substrat-Kom- 
plex entsteht, der dann in langsamer (geschwindigkeitsbestimmender) 
Reaktion in Enzym und Produkte zerfallt. Diese Voraussetzung ist 


nicht immer erfiillt’?. Fiir unser System Phenoloxydase-Dopa-O, haben 


5 R. H. Hackman, Proc. IV. Int. Congr. of Biochemistry 1958, Bd. XII, 
8. 48, Pergamon Press, London 1959. 

6 W.H. Miller u. C. R. Dawson, J. Amer. chem. Soc. 68, 3375 [1941]. 

7 G.E. Briggs u. J. B.S. Haldane, Biochem. J. 19, 338 [1925]. 
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wir jedoch experimentell zeigen kénnen, dai zunadchst ein Enzyio- 
Substrat-Komplex gebildet wird. Verfolgt man namlich die Reaktion 
in den ersten Sekunden nach Mischen der Komponenten, dann, findet 
man einen Anstieg der Reaktionsgeschwindigkeit (Abb. 2). Dies ist nach 
der Michaelis-Menten-Theorie zu erwarten: In dieser kurzen Zeit bildet 
sich der Enzym-Substrat-Komplex; und erst wenn dessen Gleich- 
gewichtskonzentration erreicht ist, wird die Geschwindigkeit allein von 
der Zerfallsreaktion bestimmt. 




















| a) f b) 
E AE 
at 
5 Sek. 5 Sek. 
toe 


Abb. 2. a) Verlauf der Extinktion E als Ma8 fiir umgesetztes Substrat (Dopa) in 
Abhangigkeit von der Zeit. b) Verlauf der Reaktionsgeschwindigkeit AH/At in 
Abhangigkeit von der Zeit. 


Zunachst -wurden folgende Monophenole auf ihre Oxydierbarkeit 
durch die Phenoloxydase gepriift: 


Tyrosin N-[p-Hydroxy-pheny]]-glycin 
Tyramin p-Hydroxy-benzoesiure 
Glycyl-tyrosin p-Hydroxy-phenylessigsaure 
Leucyl-tyrosin Norephedrin 


3.5-Dijod-tyrosin 


Unter den Bedingungen unserer Messung war keine Reaktion zu 
beobachten. Die genannten Verbindungen, samtlich Monophenole, 
werden von der gereinigten Phenoloxydase aus Calliphora praktisch 
nicht angegriffen. LaBt man Ansatze aus Enzym + Tyrosin oder Tyr- 
amin (ohne Ascorbinsaéure) mehrere Stunden stehen, so beobachtet man 
schlieBlich eine Rotférbung und Melaninbildung. Diese Reaktion ist 
aber um mindestens den Faktor 100 langsamer als die Diphenol-Oxy- 
dation. Zusétze von Dopa oder Dopamin kénnen zwar die Induktions- 
periode abkiirzen, aber die Reaktion bleibt immer noch so langsam, dab 
sie fiir die Verhaltnisse in vivo nicht diskutiert zu werden brauchen. 
Das Calliphora-Enzym kann also als o-Diphenoloxydase bezeichnet 
werden. 

Bei den untersuchten Diphenolen (s. Tabelle) fallt auf, daB die 
sauren Verbindungen nicht angegriffen werden. Dieses Verhalten steht 
im Gegensatz zu dem der pflanzlichen Phenoloxydasen, fiir die Protocat- 
echusaure ein gutes Substrat ist. Auch das Enzym der Kiichenschaben® 
greift Protocatechusaure rasch an. 


8’ D. L. Whitehead, P.C.J. Brunet u. P.W.Kent, Nature [London] 
185, 610 [1960]. 
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Besonders schnell wird N-Acetyl-dopamin umgesetzt (vgl. Spalte 3 
der Tabelle), eine Substanz, die sich in Calliphora-Larven vor der Pu- 
pariumbildung anhauft® und die wir als das eigentliche sklerotisierende 
Agens ansehen. Dopamin selbst weist allerdings eine noch héhere Affi- 
nitét zum Enzym auf. Adrenalin und Noradrenalin, die leicht ange- 
griffen werden, kommen bei Calliphora nicht vor; auch Brenzcatechin 
und Homobrenzcatechin sind nicht als natiirliche Substrate anzusehen. 


Michaelis-Konstanten (Km) und maximale Reaktionsgeschwindigkeiten (V) 
verschiedener Substrate. 














Substrat Km (Mol/l) vV* 
Dopamin (3.4-Dihydroxy-f-phenathylamin) 2- 10-4 1,2 
N-Acetyl-dopamin ........... 3-10-38 3,3 
PRA RRR ed Ta and 5 Ves stg he 9 ab SBT 8- 10-3 1,2 
MNPOMIERISGIND 7 08 6 ok ow ee eae we 1° 19-* 0,4 
NMI coerce 57's ges ee Les ge Ae Neg kk 1-10-3 0,25 
Homobrenzeatechin. .......... 8- 10-3 10 
Brenzeatechin ........+e-+e8-8 9-10-83 0,65 
PENI 580 oi ore oe ee ie bogey nicht meBbar nicht meBbar 
3.4-Dihydroxy-phenylbrenztraubensdure . . | nicht meBbar | nicht meBbar 
Protocatechusfure. ........... nicht meBbar nicht meBbar 
TN fs ae A eS nicht meBbar nicht meBbar 


* Diese Zahlen sind keine Absolutwerte, sondern nur relativ zueinander vergleichbar. 


Diskussion 


Die Reindarstellung einer Insekten-Phenoloxydase ist unseres 
Wissens hier erstmals beschrieben. Vergleicht man die Eigenschaften 
des Enzyms mit denen der pflanzlichen Tyrosinase, die von Kubo- 
witz?9 und von Kertész" naher untersucht worden ist, so fallt zu- 
nachst einmal das verhaltnismaBig hohe Molekulargewicht auf. Die 
Phenoloxydase aus Champignons hat ein Molekulargewicht von etwa 
100000. Fiir das Enzym aus Saéugetier-Melanomen ™ liegen keine Angaben 
hierzu vor, da es offenbar an Partikeln (Mikrosomen) gebunden ist. 

Ein wichtiger Unterschied zu den bisher bekannten Enzymen ist 
die iiberaus geringe Aktivitét gegen Monophenole, die sich auch nach 
Zusatz katalytischer Mengen von o-Diphenolen nicht wesentlich steigern 
laBt. Unter den o-Diphenolen haben solche mit Aminogruppen in den 
Seitenketten die kleinsten Michaelis-Konstanten, dann folgen Homo- 
brenzeatechin und Brenzcatechin. Saure Gruppen scheinen die An- 
lagerung der Phenole an das Protein zu behindern; schon die Saure- 


® P. Karlson u. C. E. Sekeris, diese Z. (in Vorbereitung). 

10 F. Kubowitz, Biochem. Z. 299, 32 [1938]. 

11 —D, Kertész u. R. Zito, Nature [London] 179, 1017 [1957]. 

122 A.B. Lerner, T. B. Fitzpatrick, E. Calkins u. W. H.Summerson, 


J. biol. Chemistry 178, 185 [1949]. 
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gruppe des Dopa scheint in der Richtung zu wirken. Wie erwahnt, be. 
steht hierin sogar ein Unterschied zu den Phenoloxydasen andever 
Insekten. 

Fiir die Biochemie der Sklerotisierung bei der Bildung des Puppen- 
ténnchens lassen sich manche Schliisse ziehen. Zundchst ist nochmals 
hervorzuheben, daB Dopamin und N-Acetyl-dopamin ausgezeichncte 
Substrate fiir die Phenoloxydase sind. Das stiitzt die Befunde, die sich 
beim Studium des Stoffwechsels ergeben haben®: !*. Die Tatsache, daB 
N-Acetyl-dopamin in verhaltnismaBig hoher Konzentration in Calli. 
phora-Larven gefunden wird, weist gleichfalls in diese Richtung. 

Ein weiterer Befund von Interesse ist die hohe Ausbeute (bis zu 5 mg/g Frisch- 
gewicht), die man an reinem Enzym erhalten kann. Es scheint nicht ausgeschlossen, 
daB dieses Enzym gleichzeitig Vorstufe des Sklerotins ist, d. h. da8 Enzym und 
Substrat in die Cuticula eingebaut werden. Ein solcher Mechanismus wiirde auch 
die Tatsache erklaren, da8 man in der Cuticula nur geringe Enzymaktivitat findet, 
und da8 zum Zeitpunkt der Verpuppung die Aktivitét an Phenoloxydase sehr 
schnell abnimmt?. Die beobachtete Aggregation durch die o-Chinone, die als 
Reaktionsprodukte entstehen, ware dann als biologisch sinnvolle Reaktion zu be- 
trachten. Diese Frage muB jedoch durch weitere Versuche geklart werden. 

SchlieBlich kénnen wir, wenn auch mit Vorbehalt, noch einige 
Schliisse ziehen, die den Mechanismus der Enzymwirkung betreffen. 
Von Mason" war.angenommen worden, daf} Monophenole von der 
Tyrosinase nur oxydiert werden, wenn. gleichzeitig ein Diphenol oxydiert 
werden kann. Nach neuesten Untersuchungen von Dressler und 
Dawson? soll aber das Monophenol in einem Reaktionsschritt bis zum 
o-Chinon oxydiert werden. Fiir Mono- und Diphenole werden dabei zwei 
verschiedene aktive Zentren angenommen. Aus unseren Versuchen geht 
hervor, daB auch das Calliphora-Enzym zwei Zentren besitzt: Bei hoher 
Substratkonzentration (Homobrenzcatechin) nimmt die Reaktions- 
geschwindigkeit wieder ab und stellt sich bei weiterer Steigerung der 
Substratkonzentration auf einen konstanten Wert ein, der aber niedriger 
liegt als der maximale. Dies bedeutet, dafs bei hoher Diphenolkonzen- 
tration noch ein zweites Zentrum am Enzym besetzt wird, und daB das 
doppelt besetzte Enzym langsamer weiterreagiert als der Komplex aus 
Enzym + 1 Substratmolekiil (vgl. dazu auch |. c.1*). Da andererseits 
Monophenole, z. B. Tyramin, in hoher Konzentration die Diphenol- 
oxydation kompetitiv hemmen, liegt der SchluB nahe, daB von Di- 
phenolen bei hoher Konzentration neben dem Diphenolzentrum auch das 
Monophenolzentrum besetzt wird und von Monophenol bei hoher Kon- 
zentration neben dem Monophenolzentrum auch das Diphenolzentrum. 


13 P. Karlson, 8. Sympos. f. Endokrinologie in Miinchen 1961, Springer- 
Verlag, Heidelberg (im Druck). 

144 H.S. Mason, Advances in Enzymol. 16, 164 [1955]. 

15 H. Dressler u. C. R. Dawson, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 


45, 508 [1960]. 
16 J.M. Reiner, Behavior of Enzyme-Systems, Burgess Publishing Com- 
pany, Minneapolis 1959. 
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Nachtrag: Nach Absendung des Manuskripts erschien eine Arbeit von 
E. Jenny, A. Hicklin u. F. Leuthardt (Helv. chim. Acta 46, 1395 [1961]) iiber 
die Tyrosinase von Drosophila melanogaster. Die Autoren fanden, da8 das aus Pup- 
pen extrahierte Enzym bei der Zentrifugation in der Ultrazentrifuge bei 105000 x g 
abgeschleudert werden kann, und bezeichnen es mit Vorbehalt als ,,mikrosomal". 
Dieselben Eigenschaften haben wir in unserer I. Mitteil.* fiir die Calliphora-Phenol- 
oxydase beschrieben ; nach unseren jetzigen Erfahrungen diirfte es sich dabei jedoch 
nicht um ein» partikelgebundene, sondern um die aggregierte Form des Enzyms 
handeln. Fir UVrosophila liegen ahnliche Beobachtungen vor (Horowitz u. Fling‘). 
Ein gewisser Unterschied der Calliphora- und Drosophila-Enzyme scheint darin zu 
bestehen, daB das Praparat aus Drosophila eine héhere Monophenoloxydase- Wir- 
kung besitzt. Wieweit dies auf den Aggregationszustand zuriickgefiihrt werden 
kann, kénnen wir nicht entscheiden. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft haben wir fiir die Unter- 
stiitzung unserer Arbeiten zu danken. Herrn Hélzel vom Max-Planck-Institut 
fir Biochemie, Miinchen, danken wir fiir seine Hilfe bei den Sedimentations- und 
Diffusionsmessungen. 


Beschreibung der Versuche 


Reindarstellung der o-Diphenoloxydase 

0,5 g Acetontrockenpulver (aus erwachsenen Calliphora-Larven hergestellt*) 
wurden mit 30 ml m/15 Phosphatpuffer pH 7 (Sérensen), in dem 0,2 g Ascorbin- 
siure gelést waren, extrahiert. Nach 3 Min. wurde 15 Min. lang bei 25000 x g in 
der Servallzentrifuge abgeschleudert. Das Sediment wurde verworfen; der Uber- 
stand wurde gegen Phosphatpuffer + Ascorbinsdure in Cellophanschlauchen der 
Firma Kalle dialysiert. Die AuBenfliissigkeit bestand aus 91 dest. Wassers mit 
100 ml einer gesattigten Na,HPO,-Lésung und 100 ml einer 5proz. Ascorbinsaure- 
lésung, die mit In NaOH neutralisiert war. Der pH betrug 7,0—7,5. Nach 12stdg. 
Dialyse wurde nochmals 12—16 Stdn. gegen Phosphatpuffer (9—10 / dest. Wasser 
+ 100 ml gesitt. Na,HPO,) vom pH 7,5 ohne Ascorbinséure dialysiert, um die 
Ascorbinséure bzw. Dehydroascorbinsaure, die in so hoher Konzentration auf das 
Enzym hemmend wirkt, zu entfernen. 

Der Inhalt der Cellophanschliuche mehrerer Ansaétze wurde 1 Stde. in der 
Servallzentrifuge bei 25000 x g zentrifugiert. Das geringfiigige Sediment wurde 
verwerfen, der Uberstand 5 Stdn. in der Spinco-Ultrazentrifuge bei 40000 U./Min. 
(144000 x gim Max.) zentrifugiert. Im Zentrifugenglaschen sind nun drei Schichten 
zu unterscheiden: 1. ein sehr geringfiigiges, dunkel gefarbtes Sediment; 2. eine 
wns gelb gefarbte Zone am Boden des Zentrifugenbechers; 3. der klare farblose 

'berstand. 

Um die Zonen 2 und 3 zu trennen, wurde der Inhalt des Zentrifugenbechers 
eingefroren und anschlieBend das Réhrchen zerschnitten. An der Eissaule lassen 
sich die beiden Zonen dann mit bloBem Auge sehr gut unterscheiden und kénnen 
durch Zerschneiden getrennt werden. In der gelb gefarbten Zone liegt das Ferment 
in sehr hoher Konzentration vor. 

Um das Ferment nochmals zu reinigen, wurde die beschriebene Zentrifugation 
in der Ultrazentrifuge wiederholt, nachdem die Enzymlésung auf das 10fache mit 
m/15 Phosphatpuffer vom pH 7 verdiinnt worden war. 

Das so gewonnene Fermentpraparat wurde nun mit dem doppelten Volumen 
Phosphatpuffer (m/15, pH 7) verdiinnt und im Gefriertrockenapparat getrocknet. 


Priifung auf Einheitlichkeit 


Das Ferment wurde nach der allgemein iiblichen Methode in der analytischen 
Ultrazentrifuge der Firma Phywe bei 51000 U./Min. auf Einheitlichkeit gepriift. 
Die Sedimentationskonstante wurde ebenfalls bei 51000 U./Min. (im Mittel 
186000 x g) bestimmt. 
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Die Papierelektrophorese wurde in Glycinpuffer von pH 10,2 bei 13 V/cm 
18 Stdn. auf Whatmann-1-Papier in der Elektrophoresekammer nach GraBmann 
durchgefiihrt. Gefairbt wurde mit Amidoschwarz. 


MeBanordnung zur Priifung der Giiltigkeit der 
Michaelis-Menten-Theorie 


Hierzu wurde eine MeBanordnung verwendet, die im Prinzip schon von 
Hartridge und Roughton angegeben und auch von Chance?’ verwendet 
worden ist. Wir haben eine Apparatur aus einfachsten Laborhilfsmitteln zusam- 
mengestellt, die brauchbare Relativmessungen gestattet und die kurz beschrieben 
werden soll (Abb. 3). 


Pp Abb. 3. Anordnung = zur 
/\\ Messung der Reaktionsge- 
schwindigkeit in den ersten 


Sekunden (nach Hartridge 
und Roughton modifi- 
_ ziert). 
P MeBpipetten (10ml), 
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ae 4 Dr Dreiwegehahn, 
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Az | B Blende, 
Or Ph Photozelle, 
Zweiwegehahn, 
K - ’ Fangflasche, 
l a F W Wasserstrahlpumpe, 
fl Az Anzeigegerat, 
R Registriergerat. 


Zwei MeBpipetten werden mit 2 Zufliissen eines T-férmigen Kapillar-Drei- 
wegehahns verbunden. Das dritte Kapillarrohr dient als MeBkiivette; es wird in den 
Strahlengang des ZeiB-Spektralphotometers gebracht. Der AbfluB ist iiber eine 
Fangflasche mit einer Wasserstrahlpumpe verbunden. In die eine MeBpipette wird 
die entsprechend verdiinnte Fermentlésung, in die andere die gepufferte Substrat- 
lésung eingefiillt. Nun wird der Dreiwegehahn so eingestellt, daB die Lésungen aus 
diesen beiden Wegen zusammen in den dritten flieSen kénnen. Die Apparatur ist 
so eingerichtet, da8 ein FluB der beiden Lésungen nur eintritt, wenn die Wasser- 
strahlpumpe ansaugt, was durch einen Zweiwegehahn vor der Fangflasche leicht 
reguliert werden kann. Durch Beobachtung der MeBpipetten wird kontrolliert, ob 
gleiche Volumina abflieBen. Wenn nun der Fliissigkeitsstrom gestoppt wird, kann 
die im Kapillarrohr ablaufende Reaktion photometrisch verfolgt werden. Gemessen 
wurde bei einer Wellenlange von 465 my, da dort die Reaktionsprodukte eine maxi- 
male Extinktion zeigen. 

Die Extinktionsinderung wurde mit einem Honeywell-Kompensations- 
schreiber aufgeschrieben. Da der max. Vorschub dieses Schreibers zu klein war, um 
die Kurven auswerten zu kénnen, wurde der Vorschub von Hand bedient; nach 
einiger Ubung gelang es, mit dieser Apparatur schon etwa 0,2 (!) Sek. nach Reak- 
tionsbeginn zu messen. 

Messung der Michaelis-Konstanten 


Zur Messung der Reaktionsgeschwindigkeiten der verschiedenen Substrate 
bei verschiedenen Konzentrationen wurde ein optischer Test verwandt. Der Reak- 


"47 B. Chance in J. B. Sumner u. K. Myrback, The Enzymes, Bd. II/1, 
S. 428, Academic Press, New York 1951. 
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tionsansatz bestand aus: 0,1 ml 1lproz. Ascorbinsaure, 0,2 ml Fermentlésung (etwa 
500 g/ml), 0,1—1,0 ml (zur Variation der Konzentration) der 0,01m Substrat- 
lésung. (Bei Substraten mit sehr niedriger Michaelis-Konstante wurde eine 0,001m 
Lésung verwandt.) Der Ansatz wurde in einer Quarzkiivette mit m/15 Phosphat- 
puffer, pH 7, auf 3 m/ aufgefiillt. Die Reaktion wurde mit der Fermentlésung 
gestartet. Die Kiivette wurde dann in den Strahlengang eines Zeiss-Spektral- 
photometers PMQ II gebracht und eine Extinktion von 1,0, das entspricht einer 
Durchlassigkeit von 10%, bei 250 mu Wellenlange, eingestellt. Es wurde nun die 
Reaktion bis zu einer Extinktion von 0,0 bzw. einer Durchlassigkeit von 100%, 
verfolgt. Mit einem Honeywell-Kompensationsschreiber wurde die Durchlassigkeit 
in Abhangigkeit von der Zeit mitgeschrieben. 


Zusammenfassung 


Die Isolierung und Kristallisation der reinen, einheitlichen Phenol- 
oxydase aus Calliphora-Larven wird beschrieben. Das Enzym hat ein 
Molekulargewicht von 530000. 

Seiner Substratspezifitat nach ist das Enzym als o-Diphenoloxydase 
anzusprechen; Monophenole werden praktisch nicht angegriffen. 

Die Giltigkeit der Voraussetzung fiir die spezielle Michaelis-Menten- 
Theorie wurde experimentell verifiziert, und die Michaelis-Konstanten 
fir verschiedene Substrate wurden gemessen. Substanzen mit einer 
Aminogruppe in der Seitenkette zeigen die kleinsten Michaelis-Kon- 
stanten, wahrend eine Carboxylgruppe die Reaktion behindert. Die 
Befunde werden im Zusammenhang mit der Biochemie der Skleroti- 
sierung diskutiert. 


Summary 


The pure, homogenous phenoloxidase from Calliphora larvae has been 
isolated and crystallised. Its molecular weight is 530000. 

From its substrate specificity, the enzyme is an o-diphenoloxidase ; 
monophenols are hardly attacked. 

The validity of the assumptions for the special Michaelis-Menten 
theory were verified, and the Michaelis constant measured for different 
substrates. The lowest Michaelis constants are given by substrates with 
an amino group in the side chain, while a carboxyl group inhibits the 
reaction. These findings are discussed in relation to the biochemistry of 
sclerotisation. 


Prof. Dr. Peter Karlson, Physiologisch-Chemisches Institut der Universitat, 
Miinchen 15, Goethestr. 33. 
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Untersuchungen iiber die Konstitution der Ganglioside 
aus Menschengehirn und die Trennung des Gemischs in 
die Komponenten 


Von 
E. Klenk und W. Gielen 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit K6In 
(Der Schriftleitung zugegangen am 6. Juli 1961) 


In einer kurzen Mitteilung haben wir! bereits tiber einen Teil der 
Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung berichtet. Da der waBrigen 
Lésung der Ganglioside kolloidale Eigenschaften zukommen? und bei 
Molekulargewichts-Bestimmungen mit Hilfe der Ultrazentrifuge 
Werte von 100000—800000 gefunden werden, ist diesen Glykolipoiden 
von verschiedenen Seiten* eine makromolekulare Struktur zugeschrieben 
worden. 


Andererseits besteht aber eine gewisse Wahrscheinlichkeit, daB das 
hohe Molekulargewicht durch die in wafriger Lésung zu erwartende 
starke Aggregation der Lipoidmolekiile vorgetauscht wird. In Anbetracht 
der besonderen Bedeutung, welche dieser Frage fiir die Konstitutions- 
aufklarung zukommt, haben wir die Molekulargewichtsbestimmung 
unter Beniitzung eines organischen Lésungsmittels durchgefiihrt und 
erhielten Werte in der GréBenordnung von 1000—2000!. Das so gefun- 
dene Molekulargewicht stimmt befriedigend iiberein mit dem friiher’? 
durch Titration mit 0,02n NaOH ermittelten Aquivalentgewicht von 
1216 bzw. 1510. 


Auf Grund der Bausteinanalysen wurde fiir die Gehirnganglioside 
folgende Zusammensetzung angenommen: Stearinsaéure (1 Mol), Sphin- 
gosin (1 Mol), Galaktose, einschlieBlich Glucose und Galaktosamin‘ 
(3 Mol) und Neuraminsaure (1 Mol). Ein nach einem modifizierten Ver- 
fahren neu dargestelltes und weitgehend gereinigtes Gangliosidpraparat 
zeigte dieselbe Zusammensetzung. Fiir Substanzen dieser Art ergibt sich 
ein Mol.-Gew. von 1344 bzw. 1385 (ber. f. C,;H,,,.N.0., bzw. Cgz7Hy2,;N30o¢, 
siehe 1. ¢.1). 


1 E. Klenk u. W. Gielen, diese Z. 319, 283 [1960]; Bull. Soc. Chim. biol. 
42, 1395 [1960]. 

2 E. Klenk, diese Z. 278, 76 [1942]. 

3 J. Folch, 8. Arsove u. J. A. Meath, J. biol. Chemistry 191, 819 [1951]; 
T. Yamakawa, S.Suzuki u. T. Hattori, J. Biochemistry [Tokyo] 40, 611 
[1953]; S. Bogoch, J. Amer. chem. Soc. 79, 3280 [1957]; A. Rosenberg u. 
E. Chargaff, J. biol. Chemistry 282, 1031 [1958]. 
4 E. Klenk, diese Z. 288, 216 [1951]. 
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Da in beiden Praparaten ein Hexosamingehalt von etwa 7% ge- 
funden wurde und sich fiir ein Gangliosid der obigen Formel, das ein Mol 
Hexosamin enthalt, ein doppelt so hoher Hexosamingehalt errechnet, 
mu hier demnach ein Gemisch von hexosaminhaltigen und hexosamin- 
freien Gangliosiden vorliegen. In der Tat ist es inzwischen® gelungen, 
das Gemisch in diese beiden Fraktionen zu zerlegen, wobei sich heraus- 
stellte, daB jede von ihnen ihrerseits wieder aus wenigstens zwei ver- 
schiedenen Komponenten besteht. 

Was die Konstitutionsaufklarung betrifft, so schien dafiir das vor 
allem in der Kohlenhydratchemie bewahrte klassische Permethylierungs- 
verfahren und das Studium der partiellen Spaltung besonders geeignet. 
Da aber die genauere Identifizierung der methylierten Zucker, wie auch 
die Isolierung von partiellen Spaltprodukten viel Material erfordert und 
die chemisch einheitlichen Ganglioside nur schwierig zuganglich sein 
dirften, wurden diese Untersuchungen zunachst einmal mit dem ur- 
spriinglichen Gangliosidgemisch durchgefiihrt. 

Nach dem Methylierungsverfahren von R. Kuhn und Mit- 
arbeitern®, wobei Dimethylformamid als Lésungsmittel verwendet wird, 
konnte ein Methylierungsprodukt mit einem Methoxylgehalt von 27,9 
(27,4)%, gegeniiber einem berechneten Wert von 28,2% erhalten werden. 
Diese Substanz ergab folgende methylierten Spaltprodukte: 3-Methyl- 
sphingosin, 2.3.4.6-Tetramethyl-galaktopyranose, 2.4.6-Trimethyl-galak- 
topyranose, 2.3.6-Trimethyl-glucopyranose, 2.6-Dimethyl-galaktopyra- 
nose, 4.6-Dimethyl-2-desoxy-2-amino-galaktopyranose. Alle diese Spalt- 
produkte wurden als solche oder in Form von Derivaten kristallisiert 
erhalten. AuBer kleinen Mengen an Trimethyl-galaktosamin waren keine 
weiteren methylierten Zucker papierchromatographisch feststellbar. Das 
Auftreten des 3-Methyl-sphingosins zeigt, daB, in Analogie mit der Kon- 
stitution der Cerebroside, die Kohlenhydratgruppe der Ganglioside mit 
der primaren Alkoholgruppe des Sphingosins (CH,-[CH,],.-CH =CH— 
—CHOH—CHNH,—CH,OH) verbunden und die Hydroxylgruppe in 
Stellung 3 des Sphingosins frei ist. Die Méglichkeit, daB beide Hydroxyl- 
gruppen der Base mit einem Kohlenhydratrest besetzt sind, ist demnach 
auszuschlieBen. . 

Die Untersuchungen iiber den partiellen siurehydrolytischen 
Abbau ergaben, daB mit 0,01n HCl 90% der N-Acetyl-neuraminsaure, 
etwas Galaktosamin, wenig Galaktose, ein N-Acetyl-galaktosamin- 
haltiges Disaccharid (a) und bei anschlieBender Behandlung mit 0,1n 
HCl Galaktose, Galaktosamin, kleine Mengen des obigen galaktosamin- 
haltigen Disaccharids, sowie ein zweites Disaccharid (b), das aus 2 Mole- 
kiilen Galaktose besteht, abgespalten werden. Glucose wird unter den 
eingehaltenen Bedingungen nicht in Freiheit gesetzt. Als weiteres par- 
tielles Spaltprodukt verbleibt noch ein Cerebrosid, das seiner elementaren 


5 E. Klenk u. W. Gielen, diese Z. 328, 126 [1961]. 
6 R. Kuhn, H. Trischmann u. I. Low, Angew. Chemie 67, 32 [1955]. 
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Zusammensetzung nach Stearinséure, Sphingosin und Hexose im aqui- de! 
molekularen Verhaltnis enthalt. In diesem Cerebrosid findet sich die ist 
Gesamtmenge der am Aufbau der Ganglioside beteiligten Glucose, eben- dic 
so aber auch noch etwas Galaktose (Verhaltnis von Glucose : Galaktose de: 
etwa 5:3). Bogoch’ erhielt bei einem in ahnlicher Weise durchge- nu 
fiihrten Versuch ein Cerebrosid, das bei der Spaltung nur Glucose ergab. las 
Das hexosaminhaltige, ninhydrinnegative Disaccharid (a) wurde in we 
amorpher, aber papierchromatographisch einheitlicher Form isoliert. 
Kristallisationsversuche verliefen bisher negativ. Die auffallend alkali- WwW 


labile Substanz wird mit In HCl glatt in Galaktosamin und Galaktose 
gespalten. Das mit KBH, reduzierte Disaccharid liefert als Spaltprodukte we 


Galaktosamin und einen nicht reduzierenden Alkohol von den Eigen- de 
schaften des Dulcits. Das hexosaminhaltige Disaccharid (a) ist demnach su 
eine N-Acetyl-galaktosaminyl-galaktose und wahrscheinlich identisch ge 
mit der von Coté und Morgan® gewonnenen 3-[{2-Acetamino-2-desoxy- Ww 
galaktopyranosido]-galaktose (I). Auch das zweite’ Disaccharid (b) pr 
wurde in chromatographisch einheitlicher Form gewonnen. Als einziges Di 
Spaltprodukt erhalt man Galaktose. Die genauere Charakterisierung ge 
dieses Disaccharids steht noch aus. wi 
COOH we 
: H,OH | we 
HC] Cc— ———_——CU—0—R ei 
| | | | In 
H—C—NH-CO-CH, | H—C—OH CH, lie 

| | | | 
HO—C—H — O—C—H HO—C—H rs 
| | | Ic 
HO—C—H | HO—C—H CH,-CO-NH—C—H we 

| | | | 

H—C—0 —-——— a C—0 —— 0—C—H 

| | | ee 
CH,OH CH,OH H—C—OH C 

| 

H—C—OH 
| 
CH,OH 

I mY ga 


. ; Ac 

Zur weiteren Abrundung der so gewonnenen Ergebnisse wurde auch ‘a 
noch die Einwirkung von Perjodat auf das Gangliosidgemisch Re 
etwas eingehender studiert. Insgesamt werden, wenn man von einer de 


stetigen langsamen Nachoxydation absieht, pro Mol Gangliosid etwa 
3 Mol Perjodat verbraucht, davon 2 Mol sehr schnell, das 3. Mol schon M 


wesentlich langsamer. Dabei entsteht annahernd 1 Mol Formaldehyd und Ei 
1 Mol Ameisensaure. Offensichtlich dient der Hauptteil des verbrauchten tr 
Perjodats zur Oxydation des Neuraminsaurerests (II), von welchem auch no 


ses. Bogoch, Biochem. J. 68, 319 [1958]. 
8 R. H. Coté u. W. T. J. Morgan, Nature [London] 178, 1171 [1956]. 
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Aqui- der Formaldehyd und die Ameisenséure stammen diirften. Im iibrigen 
1 die ist in den Gangliosiden nur noch die Glucose in einer Form vorhanden, 
ben- die der Perjodatoxydation zuginglich ist, da unter den Spaltprodukten 


‘tose des mit Perjodat behandelten Gangliosidgemischs die Glucose fehlt und 














































hge- nur Galaktose und Hexosamin in reichlichen Mengen sich nachweisen 
gab. lassen. DaB auch kleinere Mengen Galaktose durch Perjodat zerstért 
le in werden, ist allerdings nicht auszuschlieBen. 
iert. Auf Grund dieser Befunde konnten bereits! mit einer gewissen 
kali- Wahrscheinlichkeit Konstitutionsformeln fiir einige der in diesem Gan- 
‘tose gliosidgemisch vorhandenen Komponenten abgeleitet werden. Um 
ukte weitere Fortschritte erzielen zu kénnen, war es aber erforderlich, aus 
gen- dem Gemisch die einzelnen Ganglioside zu isolieren. Uber die ersten Ver- 
rach suche in dieser Richtung wurde vor kurzem® berichtet. Eine noch weiter- 
‘isch gehende Auftrennung des Gemischs gelang mit Hilfe einer Silicagelsaule. 
OXY- Wie schon van Heyningen?® feststellte, kann man bei Gangliosid- 
(b) priparaten auf diese Weise eine gewisse Fraktionierwirkung erzielen. 
siges Durch sorgfaltige Kontrolle des Fraktionierverlaufs mit Hilfe der aus- 
ung gezeichneten, von Stahl? eingefiihrten Diinnschichtchromatographie, 


wobei sich als mobile Phase n-Butanol/Pyridin/Wasser 3 : 2: 1 am besten 
bewahrte, wurden 4 verschiedene Gangliosidfraktionen erhalten, von 
welchen 2 chromatographisch véllig einheitlich sind. Es handelt sich um 
—R ein hexosaminhaltiges und um ein hexosaminfreies Gangliosid (A und D). 
In den beiden anderen, noch nicht ganz einheitlichen Fraktionen (B und C) 
liegt als Hauptkomponente ein zweites hexosaminhaltiges bzw. ein 
zweites hexosaminfreies Gangliosid vor. Demnach besteht das urspriing- 
liche Gangliosidgemisch in Ubereinstimmung mit den friiheren® Befunden 
aus wenigstens 4 verschiedenen Komponenten. 

Die Untersuchung wurde durch Mittel der Deutschen Forschungs- 


gemeinschaft und des Verbands der Chemischen Industrie, Fonds der 
I Chemie, unterstiitzt. 


j Beschreibung der Versuche 
Darstellung des Gangliosidgemischs 


, Als Ausgangsmaterial diente dieselbe aus Menschengehirn gewonnene Roh- 
gangliosidfraktion, aus der schon im Jahre 1942 die reine Substanz dargestellt 
wurde?, Sie wird aus der Cerebrosidfraktion dadurch erhalten, daB diese mit 95proz. 

} Aceton erschépfend extrahiert wird, wobei die Cerebroside in Lésung gehen, 
conn wihrend die Ganglioside ungelést zuriickbleiben. Das alte etwas miihsamere weitere 
ch Reinigungsverfahren kann mit Vorteil durch Anwendung der Folchschen Methode* 
ner der zweiphasigen Verteilung in Chloroform-Alkohol-Wasser vereinfacht werden. 
wa Zu diesem Zweck lést man 2 g Rohgangliosid (7,8°, Neuraminsaure ber. als 

:on Methylglykosid) in 100 cm* Wasser und schiittelt die fieung kraftig mit einem 

ma Gemisch von 150 cm? Chloroform, 100 cm? Methanol und 50 cm® Athanol. Nach 
Entmischung der beiden Phasen, wobei zuweilen Zentrifugieren erforderlich ist, 

ten trennte man die Chloroformphase ab und schiittelte die waBrig-alkoholische Phase 
ich noch einmal mit 50cm* der Chloroformphase des Lésungsmittelgemischs von 


® W. E. van Heyningen u. P. A. Miller. J. gen. Microbiol. 24, 107 [1961]. 
10 EK. Stahl, Chemiker-Ztg. 82, 323 [1958]. 
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Chloroform-Methanol-Athanol-Wasser aus. Nach Entfernung des Alkohols aus der 
waBrig-alkoholischen Phase durch Dialyse gegen Wasser wird die im Vakuum. 
Rotationsverdampfer eingeengte Lisung gefriergetrocknet. Diese Reinigung wird 
auf die gleiche Weise noch zweimal wiederholt, wobei zu beachten ist, daB nur bei 
Anwendung von ausreichend konzentrierten Lésungen noch eine weitere Anreiche- 
rung zu erzielen ist. Die jetzt noch vorhandenen P-haltigen Verunreinigungen 
(0,1—0,2% P) entfernt man, wie friiher beschrieben, durch chromatographische 
Adsorption an Al,0,. Das auf diese Weise dargestellte Gangliosidpraparat ist noch 
aschehaltig, die waBrige Lésung reagiert neutral. Die Ganglioside liegen als Alkali- 
bzw. Erdalkalisalze vor. Sie kénnen daraus leicht mit Ionenaustauscher in Freiheit 
gesetzt werden. Eine 2proz. waBrige Lisung des Gangliosids wird auf ein mit der 
50fachen Menge des Kationenaustauschers Dowex 50 X 8 (H®-Form) gefiilltes 
Chromatographierrohr gegeben. Der DurchfluB ist so einreguliert, daB nicht mehr 
als 2 cm® Eluat/Min. aufgefangen werden. Man eluiert so lange mit Wasser, bis die 
Bialsche Reaktion auf Neuraminsaure negativ ist. Dieses Eluat wird im Vakuum- 
Rotationsverdampfer vorsichtig eingeengt und die jetzt stark sauer reagierende 
Lésung gefriergetrocknet. SchlieBlich lést man die Substanz in méglichst wenig 
heiBem Methanol, filtriert und versetzt nach dem Erkalten mit absol. Athanol bis 
zur beginnenden Triibung. Nach 12stdg. Stehenlassen ist das Gangliosid nahezu 
quantitativ ausgefallen. Es wird abgesaugt und getrocknet. Ausbeute: 0,35 g. 


CezHyo:N,0., (1384,7) Ber. C58,11 H8,81 N3,04 
CesHirgNzOog (1343,6) Ber. (58,10 H8,85 N 2,09 
Gef. (57,8 H88 N 2,64 


Rein weiBe Substaniz, die aus Alkohol, wie oben angegeben, in kleinenSpharolithen 
kristallisiert. Sie stimmt in ihren Eigenschaften, wenn man von einer kleinen Diffe- 
renz im C-Gehalt absieht, in jeder Hinsicht mit dem friiher dargestellten Praparat 
iiberein und ist praktisch P-frei (0,016—0,018°%, P). 


Bausteinanalyse 


Die Stearinséure wurde durch 3stdg. Kochen des Gangliosids mit 5proz. 
methanol. Salzsiure unter Riickflu8 und Ausschiitteln des abgespaltenen Fett- 
siure-metbylesters mit Petroléther bestimmt. Die gaschromatographische Analyse 
des nach Abdampfen des Petrolithers verbleibenden Riickstands ergab folgende 


Zusammensetzung: Palmitinséiure 1°; Stearinsiure 94°; Arachinsiure 4%; 
Behensaure 1%. 


Die Gesamtmenge an reduzierendem Zucker wurde in der iiblichen Weise 
nach Somogyi" bestimmt und auf Galaktose berechnet. Die Bestimmung des 
Hexosamins erfolgte nach Elson und Morgan’? in der Modifikation von Blix". 
Die Bestimmung der Glucose erfolgte nach Rosenberg und Chargaff’, die sich 
auf die von White und Secor" entwickelte selektive enzymatische Methode 
griindet. 


Fir die Bestimmung der Neuraminsaure beniitzten wir die alte Methode von 
Klenk und Langerbeins?® in der Modifikation von Béhm und Mitarbeitern’® 
unter Verwendung von Methoxyneuraminsaure als Testsubstanz. Von einer Ver- 
wendung der N-Acetyl-neuraminsaure als Testsubstanz, wie dies heute in vielen 
anderen Laboratorien iiblich ist, haben wir abgesehen, da auf diese Weise sehr 
wechselnde und meist zu hohe Werte erhalten werden. Das Ergebnis der so 
durchgefihrten Bausteinanalyse ist in Tab. 1 zusammengestellt. 


11 M. Somogyi, J. biol. Chemistry 117, 771 [1937]. 

122 A, Elson u. W. T. J. Morgan, Biochem. J. 27, 1824 [1933]. 

13 G. Blix, Acta chem. scand. 2, 467 [1948]. 

14 L. M. White u. G. E. Secor, Science [Washington] 125, 495 [1957]. 

15 K. Klenk u. H. Langerbeins, diese Z. 270, 185 [1941]. 

16 P. Bohm, St. Dauber u. L. Baumeister, Klin. Wschr. 82, 289 [1954]. 
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Tab. 1. Prozentuale Zusammensetzung des Gangliosidpraparates. 























Stearin- red. Neura- 
saure- Zucker, é Galaktos- | ™™mseure, 
Glucose : ber. als 
methyl- | ber. als amin 
Methyl- 
ester |Galaktose és 
glykosid 
Og7Hyo1N 3026 (1384,7) Ber. 21,6 39 13,0 12,9 20,3 
CgsHiigN2Oog (1343,6) Ber. | 22,2 40 13,4 et 20,9 
Gef. 24 38,9 (39,2)| 7,7 (7,8) | 7,1 (6,9) |21,6 (21,4) 


Methylierungsversuche 


1g Gangliosid wird in 20cm’ iiber BaO getrocknetem, dest. Dimethy]l- 
formamid gelést und nach Zugabe von 5 cm® CH,J und 5 g Ag,O (nach Helferich 
und K lein?’ dargestellt) 12 Stdn. bei + 6° und weitere 12 Stdn. bei Raumtemperatur 
kraftig geriihrt. Die abfiltrierte Silberverbindung wird sorgfaltig mit Dimethyl- 
formamid und zuletzt mit Chloroform ausgewaschen. Das Filtrat verdiinnt man 
sodann mit Chloroform auf insgesamt 600 cm’. In der Kalte fiel der Hauptteil des 
bei der Reaktion gebildeten Silberkomplexsalzes aus. Der Niederschlag mu8 nach 
der Filtration wiederum gut ausgewaschen werden. Das Filtrat wird nun mit 
100 cm? einer waBrigen Lésung, die 3g KCN und 2¢ Na,S,0, enthialt, ausge- 
schiittelt, die Chloroformphase wiederholt mit Wasser ausgeschiittelt und iiber 
Na,SO, getrocknet. Das Chloroform destilliert man im Wasserstrahlvakuum, das 
Dimethylformamid mit Hilfe der Olpumpe ab. Es verbleibt nach Trocknung iiber 
P,O, und Paraffin ein brauner, sirupéser Riickstand mit einem Methoxylgehalt 
von 18,5 (19,1)%. 

Es wird noch in derselben Weise 3mal nachmethyliert, wobei zunachst 12 Stdn. 
Lei Raumtemperatur geriihrt und dann die Temperatur langsam auf 35° gesteigert 
wird (RiickfluBkiihler). Im Abstand von 2 Stdn. werden dem Reaktionsgemisch 
jeweils noch 2 g Methyljodid und 2 g Ag,O zugegeben. Ausbeute : 920 mg. Methoxyl- 
gehalt 27,9 (27,4)%. 

Zur Spaltung der permethylierten Substanz werden 900mg mit 50cm?® 
2n HC15 Stdn. im siedenden Wasserbad erhitzt. Nach Entfernung der abgespaltenen 
Fettsaure durch Ausschiitteln mit Ather, bringt man die wiBrige Lésung im Va- 
kuum-Rotationsverdampfer vorsichtig zur Trockne, nimmt den Riickstand in 
20 cm? Wasser auf, fiigt 2 cm® kaltgesattigte Barytlésung hinzu und nimmt das 
aus dem salzsauren Salz in Freiheit gesetzte Methylsphingosin in Ather auf. 
Nach Neutralisierung der waBrigen Lésung mit 0,5n H,SO, wird das ausgefallene 
Bariumsulfat zusammen mit den Huminsubstanzen abfiltriert. Um Verluste zu 
vermeiden, muB der Niederschlag griindlich mit hei&em Wasser ausgewaschen 
werden. Man bringt die Lésung im Vakuum-Rotationsverdampfer zur Trockne und 
erhalt als Riickstand 340 mg des Gemischs der methylierten Zucker in Form 
eines braunen Sirups. Ein Papierchromatogramm (Schleicher & Schiill 2043b, 
n-Butanol/Athanol/Wasser 5: 1:4, obere Phase, absteigend) zeigt 5 reduzierende 
Zucker an, die sich durch ihre Ry-Werte deutlich voneinander abgrenzen. 


Die Trennung des Gemischs der methylierten Zucker erfolgte mit Hilfe einer 
Cellulosesiule (Dimension: 90 x 2 cm) nach R. Kuhn und Brossmer’®. Elutions- 
mittel: n-Butanol/Heptan/Wasser 38 : 60: 2. Wir wichen von der urspriinglichen 
Vorschrift insofern geringfiigig ab, als wir an Stelle von Petrolather Heptan ver- 
wendeten, da bei Verwendung der zur Verfiigung stehenden Petrolatherfraktion 


“17 8B. Helferich u. W. Klein, Liebigs Ann. Chem. 450, 219 [1928]. 
18 R. Kuhn un. R. Brossmer, Chem. Ber. 92, 1667 [1959]. 
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vom vorgeschriebenen Siedepunkt eine gréBere Dimensionierung der Saule erforderlich 
gewesen ware. Eine gute Fraktionierwirkung la8t sich nach unseren Beobachtungen 
erreichen, wenn 1. das Zuckergemisch in konzentrierter Lésung auf die Saule auf.- 
getragen wird, 2. die Zuckerlésung als scharf abgegrenzte Zone in die Oberflachie 
der Saule einzieht, 3. der Durchlauf 15 cm/Stde. nicht iibersteigt. 

Der Verlauf der Fraktionierung wurde durch Papierchromatographie kon- 
trolliert. Als Vergleichssubstanzen hat uns Professor J eanloz, Boston, freundlicher- 
weise 2.3.4.6-Tetramethyl-glucose, 2.4-Dimethyl-galaktose, 4.6-Dimethyl-galaktos- 
amin-hydrochlorid und 3.4.6-Trimethyl-galaktosamin-hydrochlorid iiberlassen. Wir 
sind ihm auch fiir manchen Hinweis zur Identifizierung der einzelnen Zuckerderivate 
dankbar. Die Vergleichssubstanzen 2.3.6-Trimethyl-glucose und 2.3.4.6-Tetra- 
methyl-galaktose haben wir aus permethyliertem Milchzucker dargestellt. Tab. 2 
gibt einen Uberblick iiber den Verlauf der Fraktionierung. 


Tab. 2. Fraktionierung des Gemischs der methylierten Zucker aus den permethy- 
lierten Gangliosiden. 


























Fraktionen | Volumen Menge papierchromatographisch 
je 15 cm* em? mg identifiziert als 
1—23 345 _— — 
24—33 165 65 Tetramethyl-galaktose 
34—42 135 54 Trimethyl-glucose 
43—48 75 8,3 Trimethyl-glucose + -galaktose 
49—62 195° 46 Trimethyl-galaktose 
63—83 300 — = 
84—96 180 42 Dimethyl-galaktose 
97—210 1695 — os 


Den auf der Saule zuriickbleibenden Dimethylather des Galaktosamin- 
hydrochlorids eluierte man mit n-Butanol/Methanol/Wasser 5:4:1 und erhielt noch 
6,3 mg einer chromatographisch schneller wandernden ninhydrinpositiven Ver- 
bindung und 43,5 mg Dimethylgalaktosamin-hydrochlorid. 

2.3.4.6-Tetramethyl-galaktose als Anilid: 60mg des aus den ver- 
einigten Frakt. 24—33 gewonnenen Sirups werden in 2 cm® absol. Methanol gelést. 
Nach der Zugabe von 25 mg Anilin wird die Lésung 2 Stdn. unter RiickfluB gekocht. 
Nach dem vollstandigen Abdampfen des Lésungsmittels versetzt man mit 5 cm* 
Wasser und extrahiert mit Ather. Der Riickstand der atherischen Lésung wird 
bei 10-* Torr und einer Temperatur von 130—140° sublimiert und das Sublimat 
aus Athanol umkristallisiert. Farblose Nadeln vom Schmp. 192—193°; [«]%}: 
—80,1° (5 Min.), —38,5° (60 Min.), +39,99 Endwert nach 12 Stdn. (c = 0,82, in 
Aceton). Lit.1®:Schmp. 192° bzw. 195°. [«]#}: —77°+ +37,7° bzw. —83° + +419. 

2.3.6-Trimethyl-glucose: Nach zweimaligem Umkristallisieren der Sub- 
stanz von Frakt. 34—42 aus Chloroform-Petrolither und Entfarbung mit etwas 
Tierkohle erhalt man 34 mg farblose Nadeln; Schmp. 112—113°; [«]*1: +95,2° 
(5 Min.), +86° (60 Min.), +69,2° Endwert nach 15 Stdn. (c = 0,565, in Wasser). 
Lit.2°: [x ]%3: 90,3° > 70,5° bzw. 70,5° Endwert. 

19 W.N. Haworth, J. V. Loach u. C. W. Long, J. chem. Soc. [London] 
1927, 3146; W. N. Haworth u. G.C. Leitch, J. chem. Soc. [London] 118, 188 
[1918]; E. Baldwin u. D. J. Bell, J. chem. Soc. [London] 1988, 1461. 

20 J.C. Irvine u. E. L. Hirst, J. chem. Soc. [London] 121, 1213 [1922]; 
J.C. Irvine u. R. P. McGlynn, J. Amer. chem. Soc. 54, 356 [1932]. 
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2.4.6-Trimethyl-galaktose: Durch Umkristallisieren der Substanz von 
Frakt. 49—62 aus Ather erhalt man 28 mg farblose Nadeln vom Schmp. 104°; 
[x ]#}: +125° (5 Min.), +109° (30 Min.), +86° Endwert nach 20 Stdn. (c¢ = 0,75, 
in Wasser). Lit.24: Schmp. 104—105° bzw. 102—105°. [«]%}: +124° > +93° bzw. 
+1249 > +90,4°, 
2.6-Dimethyl-galaktose: Die Kristallisation der Substanz vor. Frakt. 
84—96 gelang erst nach nochmaliger Reinigung iiber eine Cellulosesdule und an- 
schlieBender mehrmaliger Umkristallisation aus Ather. 21 mg farblose Nadeln vom 
Schmp. 117—119°. [x ]4}: +46,5° (5 Min.), +65,4° (30 Min.), +87,6° Endwert nach 
30 Stdn. (c = 0,885, in Wasser). Lit.22: Schmp. 128° bzw. 106° bzw. 119°. [x]%: 
+ 46,89 > +87,5° bzw. +45°-> +889 bzw. +489 +879. 
4.6-Dimethyl-galaktosamin als Schiffsche Base nach Reaktion mit 
2-Hydroxy-naphthaldehyd-(1): Zu einer Lésung von 40 mg der mit n-Butanol/Me- 
thanol/Wasser eluierten, papierchromatographisch einheitlichen und ninhydrin- 
positiven Verbindung fiigt man 50 mg Natriumacetat und eine Lésung von 80 mg 
2-Hydroxy-naphthaldehyd-(1) in 4 cm* Athanol. Nach 10 Stdn. bringt man ohne 
Riicksicht auf den entstandenen Niederschlag zur Trockne, nimmt den Riickstand 
in Benzol auf und gieBt die Lésung auf eine Chromatographiesiule (0,5 8 cm), 
die mit 5 g Kieselsiure (Mallinckrodt 2847) gefiillt ist. Man entfernt den iiber- 
schiissigen Aldehyd durch Waschen mit Benzol (250 cm*) und eluiert die in der 
Saule verbliebene Schiffsche Base mit Aceton. Nach Abdampfen des Acetons wird 
der Riickstand aus Methanol-Ather umkristallisiert. Gelbe Nadeln (28 mg) vom 
Szhmp. 182—183° (Zers.); [«]%: +91° (8 Min.), + 148° (60 Min.), +219° Endwert 
nach 36 Stdn. (c = 0,89, in Methanol). Lit.23: Schmp. 183—186°, [«]%3: +223 
+3° Endwert. 
3.4.6-Trimethyl-galaktosamin-hydrochlorid: Die mit n-Butanol/Me- 
thanol/Wasser aus der Cellulosesaule eluierte, schneller wandernde ninhydrin- 
positive Verbindung (6,3 mg) ist beim unmittelbaren papierchromatographischen 
Vergleich mit 3.4.6-Trimethyl-galaktosamin-hydrochlorid identisch. 
3-Methyl-sphingosin: Der bei der Aufarbeitung des Hydrolysats des per- 
methylierten Gangliosids gewonnene Atherextrakt des abgespaltenen Methyl- 
sphingosins wird eingedampft und der Riickstand scharf getrocknet (162 mg). Man 
lost ihn jetzt wieder in 10 cm® wasserfreiem Ather, leitet trockenen Chlorwasser- 
stoff ein und kristallisiert das Methylsphingosin-hydrochlorid aus Essigester- 
Methanol um. Farblose Plattchen (128 mg). Schmp. 126—127°. 
Zu einer Lésung von 100 mg des Hydrochlorids in 15 cm* Methanol fiigt man 
5 cm’ Wasser und 10 cm einer 0,1m Natriumperjodatlésung. Nach 3 Stdn. wird das 
iiberschiissige Perjodat mit Natriumarsenit zerstért und der Formaldehyd bei 
leichtem Unterdruck in eine eisgekiihlte Vorlage destilliert, die 20 cm* einer Lésung 
von 20 mg Dimedon in 0,2m Acetatpuffer (pH 4,6) enthalt. Nach 12stdg. Stehen- 
lassen filtriert man den Niederschlag durch eine Glasfritte, wascht mit eiskaltem 
Wasser und trocknet bei 60°. Menge des Formaldehyd-dimedons: 72 mg (ber. 
83,5 mg). 
Partieller siurehydrolytischer Abbau der Ganglioside 
Spaltung mit 0,01n HCl: 200 mg Gangliosid werden mit 50 cm* 0,01n HCl 
eine Stde. auf 85° erhitzt. Nach dem Erkalten dialysiert man die jetzt triibe und 
viskose Lésung gegen dest. Wasser. Aus dem Dialysat werden die Cl°-Ionen mit der 
berechneten Menge Silberacetat entfernt. Die Lésung wird im Vakuum-Rotations- 
verdampfer eingeengt und schlieBlich gefriergetrocknet. Riickstand: 45,5 mg. 


21 E.G. V. Percival u. J.C.Somerville, J. chem. Soc. [London] 1951, 
1615; D. J. Bell u. S. Williamson, J. chem. Soc. [London] 19388, 1196. 

22 —D. J. Bell, J. chem. Soc. [London] 1945, 692; E. T. Dewar u. E.G. V. 
Percival, J. chem. Soc. [London] 1947, 1622. 
23 P.J.Stoffyn u. R. W. Jeanloz, J. Amer. chem. Soc. 76, 563 [1954]. 
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Der Riickstand besteht der Hauptsache nach aus N-Acetyl-neuraminsaure, 
die man mit einer Anionenaustauschersiule (Lewatit MIH, Acetatform) entfernt. 
Nach dem Auftragen der Substanz auf die Saule eluiert man solange mit C0,. 
ireiem Wasser, bis der Anthrontest auf Zucker negativ ist. Das neuraminsaurefieie 
Eluat wird im Vakuum-Rotationsverdampfer vorsichtig eingeengt, mit wenig 
Tierkoble entfairbt und schlieBlich gefriergetrocknet. Wie die papierchromato- 
graphische Prifung zeigt, besteht der Riickstand aus drei in ihrem Ry-Wert scharf 
abgegrenzten, reduzierenden Zuckern (Galaktose, V-Acetyl-galaktosamin und dem 
Disaccharid a). 


Die auf der Sule zuriickgehaltene N-Acetyl-neuraminsaure kann anschlieBend 
mit 2m Ameisensaure eluiert und nach Gefriertrocknung aus Eisessig kristallisiert 
werden. Farblose Nadeln (25 mg). 

Das Gemisch der reduzierenden Zucker wird nach Whistler und Durso* 
mit einer Carboraffin/Celite-535-Saule (4 g Carboraffin und 4 g Celite) in die Kom- 
ponenten zerlegt. Auch hier wird der Verlauf der Fraktionierung papierchromato- 
graphisch kontrolliert. Das Ergebnis ist in Tab. 3 zusammengefaBt. 


Tab. 3. Chromatographische Trennung der aus dem Gangliosidgemisch 
mit 0,01n HCl abgespaltenen Neutralzucker. 

















Frakt. Elutions- Volumen Zucker, papierchromatographisch 
mittel cm? identifiziert als 
1 Wasser 750 Galaktose 
2 3°, Athanol 500 N-Acetyl-galaktosamin + wenig Galaktose 
3 6% Athanol 500 Disaccharid a 
4 9°, Athanol 500 Disaccharid a 
5 |12% Athanol 1000 — 


Die das Disaccharid a enthaltenden Frakt. 3 u. 4 werden zur Entfernung des 
mitausgewaschenen Celites im Vakuum-Rotationsverdampfer zur Trockne ge- 
bracht, der Riickstand in Methanol unter Zugabe von Tierkohle gelést, die Lésung 
nach Filtration eingeengt, in Wasser aufgenommen und gefriergetrocknet. Der 
Riickstand (12 mg), der nicht zur Kristallisation gebracht werden konnte, war 
papierchromatographisch einheitlich und wanderte mit einem Rtiactose-Wert von 
1,18—1,20 (Essigester/Pyridin/Wasser 10: 7:3). Die amorphe Substanz enthielt 
46,4 (46,3)°% Hexosamin (ber. als N-Acetyl-galaktosamin). 2 mg Substanz werden 
durch Istdg. Erhitzen mit 2 cm* In HCl im siedenden Wasserbad gespalten. Nach 
Entfernung der Salzsiure mit Ag,CO, wird die Lésung auf 0,1 cm® eingeengt. Wie 
das Papierchromatogramm (Abb. 1) zeigt, tritt auBer Galaktosamin als Spalt- 
produkt noch Galaktose auf. Ein entsprechendes Bild erhielt man auch durch An- 
farbung des Chromatogramms mit Anilinphthalat, so daB alle in der Abb. 1 nach- 
gewiesenen Substanzen reduzierende Eigenschaften besitzen. 

Die Reduktion des Disaccharids a (5 mg) wird nach R. Kuhn und Mit- 
arbeitern?> durchgefiihrt. Nach Zersetzung des iiberschiissigen Borhydrids, Ent- 
fernung der Kationen und der Borsaéure wird der verbleibende Trockenriickstand 
wie oben mit In HCl gespalten, die Lésung gefriergetrocknet und die Spaltprodukte 
papierchbromatographisch identifiziert. Abb. 2 zeigt, daB neben dem Galaktos- 
amin-hydrochlorid noch ein Polyalkohol (Dulcit) vorhanden ist, der denselben 
Ry-Wert besitzt wie Galaktose. Farbt man das Papierchromatogramm mit Anilin- 
phthalat, so wird von den Spaltprodukten des Disaccharids a nur der Fleck des 
Galaktosamin-hydrochlorids sichtbar. 


2 R. L. Whistler u. D. F. Durso, J. Amer. chem. Soc. 72, 677 [1950]. 
25 R. Kuhn, H. H. Baer u. A. Gauhe, Chem. Ber. 91, 364 [1958]. 
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Abb. 1 Abb. 2 


Abb. 1. Papierchromatogramm des Disaccharids a und seiner Spaltprodukte 

(Farbung mit Perjodat-Benzidin). 1: Testsubstanz Lactose; 2: Disaccharid a; 

3: Spaltprodukt des Disaccharids a; 4 u. 5: Testsubstanzen Galaktose und Ga- 
laktosamin-hydrochlorid. 


Abb. 2. Papierchromatogramm der Spaltprodukte (4) des reduzierten Disaccharids 
a (Farbung mit Perjodat-Kaliumjodid-Starke). 1, 2 u. 3: Testsubstanzen Galaktos- 
amin-hydrochlorid, Galaktose, Glucose. 


Die Spaltung des Dialysierriickstandes mit 0,1n HCl: Durch Gefrier- 
trocknung des Retentats fielen 146 mg Glykolipoid an (Neuraminsaure 1,4° Yoo 
Galaktosamin 2,1°/,, reduzierende Zucker, ber. als Galaktose, 43,4°%). Die jetzt in 
Wasser unlésliche Substanz wird durch Istdg. Erhitzen mit 50 cm* 0,1n HCl im 
siedenden Wasserbe.d weiter gespalten und die Lésung ungeachtet des vorhandenen 
Niederschlags gegen dest. Wasser dialysiert. Das Dialvsat bringt man nach Ent- 
fernung der Salzsiure mit Silberacetat zur Trockne: 48 mg. Papierchromato- 
graphisch lassen sich im Riickstand Galaktose, Galaktosamin, Disaccharid a und 
Disaccharid b nachweisen. Das Zuckergemisch wurde wieder mit einer Carboraffin- 
Celite-Saule in die Komponenten zerlegt (siehe Tab. 4). 


Tab. 4. Chromatographische Trennung der aus dem Glykolipoid mit 0,1n HCl 
abgespaltenen Zucker. 














Frak Elutions- Volumen Zucker, papierchromatographisch 
rakt. 4 iis 
mittel cm? identifiziert als 

1 Wasser 750 Galaktose 

2 3°, Athanol 500 Galaktosamin + wenig Galaktose 

3 6°, Athanol 500 Disaccharid a 

4 9°, Athanol 500 Disaccharid b 

5 12% Athanol 500 wenig Disaccharid b 

6 5°, Athano] 1000 — 





Aus Frakt. 4 erhielt man 8 mg des noch mit etwas Celite verunreinigten Di- 
saccharids b, das papierchromatographisch einheitlich ist. Der Ry-Wert ist etwas 
geringer als der der Lactose (RLactose 0,91) siehe Abb. 3. Die Spaltung mit In HCl 
ergibt als einzigen Zucker Galaktose (siehe Abb. 3). 
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0,17 Abb. 3. Papierchromatogramm des Disaccharids 
b (2) und seines Spaltprodukts (3). 1 u. 4: Test- 
substanzen Lactose und Galaktose. 











rer 


Das als partielles Spaltprodukt auftretende Cerebrosid: Nach der 
Spaltung mit 0,1n HCl verbleiben als nicht dialysierbarer Riickstand 84 mg Cere- 
brosid, von welchem 40 mg aus 5 cm* waBrigem Methanol umkristallisiert werden. 
Rein weiBe Substanz (32 mg); Schmp. 168—170°. 


C4.H,,NO,-H,O (746,1) Ber. C 67,61 H 11,21 N1,88 Zucker 24,1 
Gef. (67,98 H410,96 N1,72 Zucker 23,3 (23,2)* 


* ber. als Galaktose 


Die Spaltung des Cerebrosids mit 2n HCl ergibt als Spaltprodukte Glucose und 
Galaktose, die papierchromatographisch identifiziert wurden. Auf Grund der 
Intensitét der Farbflecke sind die Zucker in einem ungefahren Mengenverhiltnis 
von 5:3 vorhanden. 


Das Verhalten des Gangliosidgemisches gegen Perjodat 


50 mg Gangliosid werden in 40 cm* Wasser gelést (pH 4), mit 10 cm? einer 
0,2m NaJO,-Lésung versetzt und bei 18° im Dunkeln aufbewahrt. Von Zeit zu Zeit 
werden jeweils 5cm? der Lésung mit 5cm* kaltgesittigter, frisch bereiteter 
NaHCO,-Lésung und 2 cm*® 20proz. KJ-Lésung mit 0,02n Natriumarsenitlésung 
(Indikator: Starke) titriert. Der Perjodatverbrauch ist in Abb. 4 dargestellt. 
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Abb. 4. Zeitlicher Verlauf des Perjodat- 
verbrauchs. 
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Bei einem entsprechenden Ansatz mit ebenfalls 50 mg Gangliosid bestimmt 
man den bei der Oxydation entstehenden Formaldehyd dadurch, daB nach 
3 Stdn. die Lésung mit 0,1n NaOH neutralisiert, das iiberschiissige Perjodat mit 
Natriumarsenit zerstért und der Aldehyd nach Destillation in das Dimedon iiber- 
gefiihrt wird. Ausbeute: 9,8 mg Formaldehyd-dimedon (ber. 10,7 mg). Die aus 
Athanol umkristallisierte Substanz schmilzt bei 192—193° und gibt mit authent. 
Vergleichssubstanz (Schmp. 193°) keine Depression. 
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Bei einem 3. Ansatz wird die aus dem Gangliosid mit Perjodat in Freiheit 
gesetzte Ameisensaure bestimmt. Eine Lésung von 50 mg Gangliosid in 20 cm® 
Wasser neutralisiert man mit 0,01n NaOH mit Methylrot als Indikator, fiigt 10 cm* 
0,2m Perjodatlésung hinzu und titriert die in Freiheit gesetzte Saure nach 3 Stdn. 
mit 0,01n NaOH. Verbrauch: 3,57 cm® 0,01n NaOH, entspr. 1,643 mg Ameisen- 
saure (ber. 1,682 mg). 


Saurehydrolytischer Abbau des mit Perjodat vorbehandelten 
Gangliosids: Eine Lésung von 100 mg Gangliosid in einem 0,2m Acetatpuffer 
wird mit dem 10fachen UberschuB Perjodat versetzt. Nach 16 Stdn. entfernt man 
das iiberschiissige Perjodat mit Glykol. Die nach erschépfender Elektrodialyse von 
den Salzen befreite Lésung wird vorsichtig im Vakuum-Rotationsverdampfer ein- 
geengt und schlieBlich gefriergetrocknet. Riickstand: 93,5 mg. Die Substanz gibt 
noch eine starke Neuraminsdurereaktion mit Bials Reagenz (entsprechend 25,5 
(25,8) Neuraminsaure, ber. als Methylglykosid). Zuckergehalt 43,5 (43,4)%, ber. 
als Galaktose; Galaktosamin 6,47 (6,38)%. Die enzymatische Bestimmung der 
Glucose ergibt einen Wert von weniger als 0,5°%. Auch papierchromatographisch 
l4Bt sich in dem mit 2n HCl abgespaltenen Zuckergemisch nur Galaktosamin und 
Galaktose, aber keine Glucose nachweisen. 


Durch partielle Spaltung mit 0,01n HCl durch Istdg. Erhitzen auf 85° tritt 
starke Huminbildung auf. Im Dialysat sind papierchromatographisch nachzu- 
weisen: Galaktose, N-Acetyl-galaktosamin und Disaccharid a. Die Neuraminsaure- 
reaktion mit Bials Reagenz ist negativ. Spaltung des Dialysierriickstandes mit 
0,1n HCl (1 Stde., 100°) ergibt im Dialysat Galaktose, Galaktosamin und wenig 
Disaccharid a. Als Dialysierriickstand verbleibt nach Umkristallisieren aus Me- 
thanol und Abtrennung der Huminsubstantzen unter Verwendung von etwas Tier- 
kohle schlieBlich eine cerebrosidéhnliche Substanz (Galaktose 13,2/13,1%). Der 
daraus mit 2n HCl abgespaltene Zucker ist mit Galaktose identisch, Glucose fehlt. 


Saulenchromatographische Trennung des Gangliosidgemischs 


300 g Kieselsiure (Mallinckrodt 2847) werden 12 Stdn. durch Trocknen bei 
110° aktiviert. Das aktivierte Gel wird mit 100 g Kieselgur (Hyflo-Supercel) ver- 
mischt, langsam in Chloroform-Methanol (1 : 1) eingetragen und intensiv verriihrt. 
Das Gel nimmt betrachtliche Mengen des Chloroform-Methanol-Gemischs auf. 
Zur Vervollstandigung der Quellung wird 12 Stdn. bei gelegentlichem Umriihren 
stehen gelassen. Dann wird der Brei auf der Nutsche solange mit Chloroform- 
Methanol durchgewaschen, bis das Filtrat klar ablauft. Man schlimmt das Kiesel- 
siure-Kieselgur-Gemisch wieder mit Chloroform-Methanol auf, verriihrt es zu 
einem diinnen Brei und gieBt es in ein Chromatographierohr (3,6 cm @, 110 cm 
Lange). Der Sauleninhalt wird durch Anwendung eines geringen Uberdrucks zur 
kompakten Form zusammengepreBt. Die so bereitete Saule reicht zur Trennung 
von 1 g Gangliosid aus. 


Vor dem Auftragen des in Chloroform-Methanol gelésten Gangliosids (1 g) 
wird die Saulenfillung mit 200 cm® des gleichen Lésungsmittels durchgewaschen. 
Die Saule erhalt bei Anlegung eines geringen Uberdrucks eine ausreichend hohe 
DurchfluBgeschwindigkeit. Eine gréBere DurchfluBrate als 20 cm* in der Stunde 
beeintrachtigt den Trenneffekt sehr. Eluiert wird mit Chloroform-Methanol, ohne 
Variation des Mischungsverhiltnisses. Die Fraktionen, jeweils 20 cm*, werden 
diinnschichtchromatographisch auf ihre Bestandteile untersucht. Von jeder Frak- 
tion werden 0,03 cm? entnommen und auf Glasplatten, die mit Kieselgel G (Merck) 
bestrichen sind, chromatographiert. Mobile Phase: n-Butanol/Pyridin/Wasser 
3:2:1. Laufzeit: 21/,—3 Stdn. bei Raumtemperatur. Farbung: Bials Reagenz, 
20 Min. im geschlossenen Gefa8 bei 120° erhitzt. 
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Tab. 5. Fraktionierung des Gangliosidgemischs mit der Silicagel-Saule. 
Frakt Velen Menge Diinnschicht- Hexosamin- 
5 ibis aoe 3 chromatographische gehalt 
adi fo an | mt (mg) Identifizierung %) 
1—30 600 — — 
31—55 480 380 Gangliosid A 13,4 (13,5) 
56—61 100 75 Zwischenfraktion 
62—78 320 210 Gangliosid B 7,35 (7,26) 
79—84 100 45 Zwischenfraktion 
85—104 380 160 Gangliosid C <l 
105—116 220 95 Gangliosid D 0 














Das Lésungsmittel der zusammengehérigen Fraktionen wird im Vakuum- 
Rotationsverdampfer bei niedriger Temperatur abgedampft. Den Riickstand nimmt 
man mit Wasser auf, die waBrige Lésung wird gefriergetrocknet. Beim Wieder- 
aufloésen der gefriergetrockneten Substanz in Wasser bleibt der gréBte Teil der aus- 
gewaschenen Kieselséure zuriick. Nach Filtration wird erneut gefriergetrocknet. 
Zur weiteren Reinigung werden die Ganglioside in Methanol-Chloroform (9: 1) 
gelést. Das Lésungsmittelgemisch 1i8t man bei Raumtemperatur weitgehend ver- 
dunsten. Aus der konzentrierten Lésung fallt das Gangliosid in kleinen aber wohl- 
ausgebildeten Spharolithen aus. Das Ergebnis ist in Tab. 5 zusammengestellt. 


Wie Abb. 5 zeigt, gelingt auf diese Weise eine weitgehende Zerlegung des 
urspriinglichen Gangliosidgemischs in die einzelnen Komponenten. Die Ganglio- 
side A und D sind chromatographisch einheitliche Substanzen. Auch die Haupt- 
komponenten von B und C sind unter sich und von A und D verschieden. 


Ry 9.5- 


0,3 — 


Abb. 5. 








A B C D 


Ganglioside A, B, C und D. 


Diinnschichtchromatogramm des Gangliosidgemischs (Gem.) und der 
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Zusammenfassung 


Ein nach einem etwas abgewandelten Darstellungsverfahren aus 
menschlichem Gehirn gewonnenes Gangliosidpraparat hatte praktisch 
dieselbe Zusammensetzung wie die Substanz vom Jahre 1942. 


Es wird iiber die zur Konstitutionsaufklérung durchgefiihrten Ver- 
suche berichtet, die zur vorliufigen Aufstellung von Konstitutions- 
formeln fiir zwei der im Gemisch vorhandenen Ganglioside gefiihrt haben. 
Genauer untersucht wurden die Spaltprodukte des permethylierten 
Gangliosidgemischs, sowie die bei der milden Séurespaltung des Ganglio- 
sidgemischs auftretenden partiellen Spaltprodukte. AuBerdem wurde 
etwas eingehender das Verhalten des Gangliosidgemischs bei der Ein- 
wirkung von Perjodat studiert. 


Durch Saulenchromatographie gelang eine weitgehende Trennung 
des Gangliosidgemischs in die einzelnen Komponenten. Das Gemisch 
besteht aus mindestens 4 verschiedenen Komponenten. Zwei von ihnen 
sind chromatographisch einheitlich. Es handelt sich um ein hexosamin- 
haltiges und ein hexosaminfreies Gangliosid. 


Summary 
A ganglioside preparation, obtained from human brain by a some- 
what altered method, had practically the same composition as that ob- 
tained in 1942. 


Experiments on structural determination, which have led to tenta- 
tive formulae for two of the gangliosides in the mixture, are reported. 
Cleavage products from the permethylated ganglioside mixture and par- 
tial cleavage products from mild acid hydrolysis of the ganglioside mix- 
ture were investigated more closely. The action of periodate on the gan- 
glioside mixture was also studied. 


The components of the ganglioside mixture were separated by co- 
lumn chromatography. The mixture consists of at least 4 different com- 
ponents. Two of these are chromatographically pure (a hexosamine- 
containing and a hexosamine-free ganglioside). 


Professor Dr. E. Klenk, Physiologisch-Chemisches Institut der Universitat, 
Koéln-Lindenthal, Joseph-Stelzmann-Str. 52. 
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Uber ein chromatographisch einheitliches 
hexosaminhaltiges Gangliosid aus Menschengehirn 
Von 
E. Klenk und W. Gielen 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit K6ln 


(Der Schriftleitung zugegangen am 2. August 1961) 


Mit Hilfe eines chromatographischen Verfahrens konnte vor kurzem! 
das Gangliosid aus Menschengehirn weitgehend in die Komponenten 
zerlegt werden. Inzwischen haben wir das als Hauptkomponente auf- 
tretende, chromatographisch einheitliche Gangliosid A etwas ein- 
gehender untersucht. 

Die isolierte Substanz enthalt Stearinsaiure, Sphingosin, Glucose, 
Galaktose, N-Acetyl-galaktosamin und N-Acetyl-neuraminsaure in 
aquimolekularen Mengen, woraus sich die Formel Cy,H,.,;N3,09, ergibt, 
wahrend die elementare Zusammensetzung der Formel C,,H,.,N30.,° HO 
entspricht. Durch hydrolytische Spaltung des permethylierten Ganglio- 
sids erhaélt man 2.3.6-Trimethyl-glucose, 2.4.6-Trimethyl-galaktose und 
4.6-Dimethyl-galaktosamin. Es fehlen die bei dem entsprechenden Ver- 
such! mit dem Gangliosidgemisch zusatzlich noch erhaltenen anderen 
methylierten Zucker (2.6-Dimethyl-galaktose und 2.3.4.6-Tetramethyl- 
galaktose). 

Beim partiellen séurehydrolytischen Abbau werden mit 0,01n HCl 
auBer der N-Acetyl-neuraminsaure, noch das bereits beschriebene redu- 
zierende hexosaminhaltige Disaccharid (N-Acetyl-galaktosaminyl-galak- 
tose) und kleine Mengen N-Acetyl-galaktosamin und Galaktose, mit 
0,1n HCl Galaktose, Galaktosamin und kleine Mengen des obigen hexos- 
aminhaltigen Disaccharids abgespalten. Der undialysierbare Riickstand 
hat die Zusammensetzung eines Glucocerebrosids, in welchem als Zucker- 
komponente sich nur Glucose nachweisen laBt. Die Gesamtmenge der 
Glucose ist im Gangliosid A demnach unmittelbar mit dem Sphingosin 
verkniipft. 

Die Behandlung des Gangliosids mit Perjodat fiihrt zu einer Zer- 
stérung der Glucose. Nach der séurehydrolytischen Spaltung des so 
vorbehandelten Gangliosids sind nur noch Galaktose und Galaktosamin 
als Zuckerkomponenten nachweisbar. Das hexosaminhaltige Disaccharid 
konnte ebenfalls wieder erhalten werden. 

Nach den vorliegenden Befunden kommt dem hier isolierten Gan- 
gliosid A die schon friher? fiir das hexosaminhaltige Gangliosid auf- 





1 FE. Klenk u. W. Gielen, diese Z. $26, 144 [1961], voranstehend. 
2 E. Klenk u. W. Gielen, diese Z. 319, 183 [1960]. 
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gestellte Konstitutionsformel (I) zu. Ein Gangliosid von derselben Zu- 
sammensetzung haben vor kurzem R. Kuhn und Egge® aus Rinder- 
gehirn gewonnen, dem jedoch eine andere Konstitution zugeschrieben 
wurde*, 

Die Untersuchung wurde durch Mittel der Deutschen Forschungs- 


gemeinschaft und des Verbandes der chemischen Industrie, Fonds der 
Chemie, unterstiitzt. 


Beschreibung der Versuche 


Elementare Zusammensetzung und Bausteinanalyse 


Das aus dem Gangliosidgemisch in der beschriebenen Weise! abgetrennte und 
diinnschichtchromatographisch einheitliche Gangliosid A ist schwierig véllig asche- 
frei zu erhalten. Mehrmaliges Umkristallisieren aus Methanol-Chloroform fihrt zu 
einer rein weiBen Substanz mit einem Aschegehalt von 0,5°%, die aus Methanol- 
Chloroform in kleinen, wohl ausgebildeten Spharolithen kristallisiert. 

Cg7Hy2:N302, (1384.7) Ber. C 58,11 H8,81 N 3,04 

Ce7Hy21N3Oog * HO (1402,7) Ber. C 57,36 H8,84 N3,10 

Gef. C 57,4 H8,7 N 3,0 (3,1) 


Tab. 1. Prozentazale Zusammensetzung von Gangliosid A. 

















Neuraminsaure * reduz. Zucker ** Galaktosamin 
Ber. 20,0 39 12,9 
Gef. 16,3 (16,7) 40 (41) 13,4 (13,3) 
* ber. als Methylglykosid; ** ber. als Galaktose. 


Neuraminsdurebestimmung: Bei der Neuraminsdurebestimmung mit 
Bials Reagenz wurde Methoxy-neuraminsaure als Testsubstanz verwendet. Nimmt 
man statt dessen N-Acetyl-neuraminsaure, erhalt man mit der gleichen Methode 
in Ubereinstimmung mit friiheren Befunden wesentlich héhere Werte (Gef. 23,8 
bzw. 24,2%). 

Die nach Warren‘ ermittelten Werte fiir N-Acetyl-neuraminsaure im Gan- 
gliosid A sind in Tab. 2 zusammengestellt. 


Tab. 2. Abspaltung von N-Acetyl-neuraminsaure aus Gangliosid A mit 0,ln H,SO, 
bei 100° in Abhangigkeit von der Hydrolysenzeit. 
Die abgespaltene N-Acetyl-neuraminsaure ist in % des Gangliosids angegeben. 


Min. | 15 | 20 | 2 | 30 | 35 | 40 | 45 | 60 





16,1 15,5 | 15,0 | 11,7 


—zunehmende Huminbildung— 





o/ | 14,6 | 16,0 | 16,5 | 17,5 


0 





Als Standard diente frisch umkristallisierte, reine N-Acetyl-neuraminsaure. 
Molarer Extinktionskoeffizient: ¢ = 5,2 - 104 [l- Mol-} - cm~!] (5,7 - 104 nach den 
Angaben von Warren). Durch Variation der Saurekonzentration, der Hydrolysen- 
zeit und der Temperatur konnten in keinem Fall hohere Neuraminsaurewerte als 
17,5, erhalten werden. Einerseits bleibt die Abspaltung der N-Acetyl-neuramin- 
siure unvollstandig, andererseits wird die in Freiheit gesetzte N-Acetyl-neuramin- 
siure durch Séureeinwirkung wieder zerstért. 


* Siehe auch Anmerkung bei der Korrektur, S. 161. 
3 R. Kuhn u. H. Egge, Angew. Chem. 72, 805 [1960]. 
4 L. Warren, J. biol. Chemistry 284, 1971 [1959]. 
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Zuckerbausteine: 5 mg Gangliosid A werden im geschlossenen Rohr mit 
2n HCl bei 100° gespalten. Nach 2 Stdn. wird von der Huminsubstanz abfiltriert. 
Aus dem Filtrat entfernt man die Salzsiure mit Anionenaustauscher Dowex | 
(Carbonatform), bringt die Lésung im Vakuum-Rotationsverdampfer zur Trockne 
und bestimmt das Verhaltnis von Glucose zu Galaktose nach Pusztai und Mor. 
gan® unter Beriicksichtigung der von Baar® angegebenen Anfarbetechnik. Es 
ergab sich das Verhaltnis von Glucose : Galaktose = 0,95: 1. 


Methylierungsversuche 


Das Gangliosid A wurde in der schon friiher' beschriebenen Weise in einer 
Lésung von Dimethylformamid mit Methyljodid in Gegenwart von Silberoxyd 
methyliert. Nach 5maligem Methylieren war ein Methoxylgehalt von 26,9 (27,3)% 
erreicht (ber. 27,6%). Die nach der Saéurehydrolyse (2n HCl, 2 Stdn. bei 100° im 
geschlossenen Rohr) auftretenden Methylzucker wurden papierchromatographisch 
identifiziert. Als Vergleichssubstanzen dienten die aus dem permethylierten Gang. 
liosidgemisch erhaltenen, durch Schmelzpunkt, Drehwert und Ry-Wert wohl 
charakterisierten Methylzucker. 


Partieller siurehydrolytischer Abbau 


a) Behandlung von Gangliosid A mit 0,01m HCl: 100 mg Gangliosid A 
wurden in 20 cm? 0,01n HCI gelést und 45 Min. bei 100° erhitzt. Die nunmehr triibe 
Lésung wurde so lange gegen dest. Wasser dialysiert, bis im Dialysat keine Chlor- 
ionen mehr nachweisbar waren. In den vereinigten Dialysaten konnten, nach Ent- 
fernen der Cl°-Ionen mit Silberacetat und Konzentrieren der Loésung (36 mg 
Trockenriickstand), die folgenden Komponenten papierchromatographisch nach- 
gewiesen werden: N-Acetyl-neuraminsiure, kleinere Mengen Galaktose und N. 
Acetyl-galaktosamin, sowie ein reduzierendes, hexosaminhaltiges Disaccharid. Als 
Dialyseriickstand I wurden nach Gefriertrocknung 68 mg Substanz erhalten. 


b) Behandlung des Dialyseriickstandes I mit 0,1n HCl: Der nach 
Einwirken von 0,01n HCl verbliebene, nicht dialysierbare Riickstand I wurde in 
20 cm* 0,1n HCl suspendiert und 1 Stde. im siedenden Wasserbad erhitzt. Danach 
waren dialysierbar: Galaktose, Galaktosamin und eine geringe Menge des schon 
bei der Hydrolyse mit 0,01n HCl gewonnenen Disaccharids. Glucose ist in beiden 
Stufen nicht freigesetzt worden. Als Dialyseriickstand II wurden nach Gefrier- 
trocknung 51 mg Substanz erhalten. 


c) Untersuchung des Dialyseriickstandes II: Nach Einwirken von 
2n HCl (1 Stde., 100°) wird als einzige Zuckerkomponente Glucose in Freiheit ge- 
setzt. Die Analyse des aus Methanol-Wasser kristallisierten Riickstandes II ent- 
spricht der Zusammensetzung eines Cerebrosids. 

Cy.H,,NO, - H,O (746,1) Ber. C 67,61 H11,21 N 1,88 
Gef. C 67,62 H10,93 N 1,84 


d) Isolierung und Charakterisierung des Disaccharids: Aus dem 
Zuckergemisch, das aus den Dialysaten der beiden Hydrolysestufen erhalten worden 
war, wurde das Disaccharid durch Saulenchromatographie an_Kohle-Celite 1:1 
in chromatographisch reiner Form gewonnen. Wasser und 3°% Athanol in Wasser 
entfernen die Monosaccharide von der Saéule, 6°, Athanol in Wasser eluiert das 
Disaccharid. Durch 1n HCl (1 Stde., 100°) wird das Disaccharid in Galaktose und 
Galaktosamin gespalten (papierchromatographisch identifiziert). Nach Reduktion 
mit Kaliumborhydrid und anschlieBender Saurehydrolyse war als einziges redu- 
zierendes Spaltprodukt auf dem Papierchromatogramm Galaktosamin zu erkennen. 
Eine nicht reduzierende Verbindung, im Ry-Wert mit Dulcit iibereinstimmend, 
wurde mit Perjodat-Benzidin zusatzlich auf dem Papierchromatogramm sichtbar. 





5 A. Pusztai u. W. T. J. Morgan, Biochem. J. 78, 135 [1961]. 
6 S. Baar, Biochem. J. 58, 175 [1954]. 
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r mit Verhalten von Gangliosid A gegeniiber Perjodat 

Tiert. 50 mg Gangliosid A wurden mit 15 cm* 0,1m Natriumperjodatlésung versetzt. 
ex 1 F Die Reaktionslésung wird 24 Stdn. bei Raumtemperatur im Dunkeln aufbewabrt. 
ckne F Sodann reduziert man das noch vorhandene iiberschiissige Oxydationsmittel mit 
Mor * | Glykol und dialysiert die Lésung 12 Stdn. gegen dest. Wasser. Das restliche Jodat 
: Es § wird durch Elektrodialyse entfernt. Ausbeute nach Gefriertrocknung: 46 mg. Nach 
dem saurehydrolytischen Abbau (2n HCl, 2 Stdn., 100°) dieses so behandelten 
Gangliosids zeigt das Papierchromatogramm das Vorhandensein von Galaktose 
; und Galaktosamin an, Glucose fehlt. Durch Einwirken von 0,01n HCl (45 Min., 
einer — 100°) werden wie im urspriinglichen Gangliosid, die Monosaccharide Galaktose und 
ae N-Acetyl-galaktosamin und auch das schon beschriebene reduzierende Disaccharid 
3) % erhalten. 






























1isch * Anm. b. d. Korr.: Nach einer kurzen Notiz von R. Kuhn, H. Wiegandt 
ang- [| u. H. Egge (Angew. Chemie 78, 580 [1961 ]) lassen sich die Ganglioside ces Menschen- 
wohl — gehirns weder chromatographisch noch hinsichtlich der Bausteine von den ent- 
sprechenden Substanzen des Rindergehirns unterscheiden. Demgegeniiber sei 
daraut hingewiesen, daB die Rinderganglioside nach unseren Befunden auBer 
Sphingosin in etwa gleichen Mengen noch eine héhere homologe Base enthalten, 
‘d A | die bei der Ozonidspaltung Palmitinsiure ergibt und die mit der von Prosteni 
u. Mitarb. (Naturwissenschaften 47, 399 [1960]) in der Sphingolipoidfraktion von 


a Rinder- und Pferdegehirn aufgefundenen sphingosinéhnlichen Base C,)H,,NO, 
Ent. | identisch sein diirfte. Das Sphingosinpraéparat aus menschlichen Gehirngangliosiden 
, ist dagegen einheitlich und liefert bei der Ozonidspaltung nur Myristinsaure. 
j mg 
ach- 
be : Zusammenfassung 

8 


Das als Hauptkomponente aus dem Gangliosidgemisch von Men- 
ach — schengehirn abgetrennte, chromatographisch einheitliche, hexosamin- 
e in haltige Gangliosid enthalt Stearinséure, Sphingosin, Glucose, Galaktose, 
N-Acetyl-galaktosamin und N-Acetyl-neuraminsaiure in aquimoleku- 
den | laren Mengen. Auf Grund der durchgefiihrten Versuche kommt diesem 
‘ier- — Gangliosid die schon friiher aufgestellte Konstitutionsformel zu. 


— Summary 
8e- 
ont- A chromatographically pure, hexosamine-containing ganglioside 


was isolated as the main component of a ganglioside mixture from human 
brain. It contained equimolecular amounts of stearic acid, sphingosine, 
glucose, galactose, N-acetylgalactosamine and N-acetylneuraminic acid. 
This work confirms the previously proposed constitutional formula for 
1 | the ganglioside. 


om Professor Dr. E. Klenk, Physiologisch-Chemisches Institut der Universitat’ 
a Kéln-Lindenthal, Joseph-Stelzmann-Str. 52. 
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Die Wirkung verschiedener Nahrungsproteinmengen 


(Casein) auf die Speicherung von Strontium 
Untersuchungen mit stabilem Strontium 


Von 
L. Kallai, 8. Dobos und R. Tarjan 


Aus dem Institut fiir Ernihrungswissenschaft, Budapest, (Direktor: Dr. KR. Tarjan) 
und der Ungarischen Akademie der Wissenschaften, Forschungsgruppe fiir Anorganische Chemic, 
Budapest (Leiter: Dr. B. Lengyel) : 


( Der Schriftleitung zugegangen am 12. August 1961) 


Der groBere Teil des dem Organismus zugefiihrten Strontiums wird 
in den Knochen gespeichert!. Im Gegensatz zu anderen ,,bone seeker‘*- 
Elementen, wie z. B. Barium oder Gallium, lagert sich Strontium nicht 
in der Knochenmatrix ab, sondern dringt in den Apatitkristall selbst ein®. 
Dies hangt wahrscheinlich mit dem Durchmesser des Strontiumatoms 
zusammen, der von derselben GréBe wie der des Calciumatoms ist?. 
Obwohl der Strontiumeinbau bei der Bildung des Hydroxylapatit- 
kristalls dem Calcium gegeniiber zuriicktritt*, ist nach den in-vitro- 
Untersuchungen von Sobel, Nobel und Hanok®, Strontium — in 
ganz kleinen Mengen — zur Calcifikation der Knochenzelle notwendig. 


Bei Untersuchung der Folgen von Atombombenversuchen wurden 
zahlreiche Faktoren gepriift, die den Einbau des Strontiums in Knochen 
begiinstigen oder verhindern, so z. B. die Wirkung von Milch® 7, Calcium- 


1 ¢. L. Hoecker u. E. I. Shaw, Proc. II. U. N. Intern. Conf. Peaceful Uses 
Atomic Energy, Geneva 24, 190 [1958]. 

2 M.D. Morachevskaya, V.S8.Zlobin u. B.V.Ptizyn, Biokhimiya 
[Moskau] 28, 564 [1958]. 

3 W.F. Neuman u. M. W. Neuman, Chem. Rev. 58, 1 [1953], zit. n. 
R. Fraser, M. Harrison u. K. Ibbertson, Quart. J. Med. 29, 85 [1960]. 

4 R.C. Likins, H.G.McCann, A.S. Posner u. D.B.Scott, J. biol. 
Chemistry 285, 2152 [1960]. 

5 A. E. Sobel, S. Nobel u. A. Hanok, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 72, 
68 [1949]. ; 

6° C.L.Comar, R.H. Wasserman u. M. M. Nold, Proc. Soc. exp. Biol. 
Med. 92, 859 [1956]. 

7 F. W. Lengemann, C. L.Comar u. R. H. Wasserman, J. Nutrit. 61, 
571 [1957]. 
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gluconat®, verschiedener Zucker® 1°, Athylendiamin-tetraacetat®—!, 
Tannin!!, Vitamin D,!*, Lactose!*, Neomycin™ und Calcium". 
Hinsichtlich der Wirkung verschiedener Nahrungsproteinmengen 
auf die Retention, bzw. auf die Speicherung von Strontium im Knochen, 
konnten keine Angaben gefunden werden. Deshalb priiften wir, in 
welchem MaBe kleine Veranderungen im Proteingehalt der Nahrung die 
Speicherung des stabilen per os zugefiihrten Strontiums beeinflussen. 


Methodik 

Die Untersuchungen wurden an insgesamt 40 ausgewachsenen weiblichen 
Albinoratten eigener Zucht durchgefihrt, die drei Tiergruppen entstammten, 
welche mehrere Generationen hindurch ein Futter mit 12% bzw. 18°, bzw. 25% 
Protein erhalten hatten. Die Zusammensetzung des Futters war auf Grund der 
Fortpflanzungsfahigkeit der vorangegangenen Generationen adaiquat. Es enthielt 
je 13% Weizen, Roggen, Gerste und Sonnenblumenkerne, 9%, Mais, 6,1°%, Hafer, 
2,1% Trockenei, 2,1 °,, Trockenhefe, 0,6°%, getrocknete Lucernensamen, 0,9°, Koch- 
salz, 1,5°%, Ca-Lactat, sowie Starke und Casein, wie in Tab. 1 angegeben. 


Tab. 1. Starke und Caseingehalt der Versuchsdidt. Angaben in °,. 








Gruppe: I II III 
GesamteiweiB etwa ....... 12 18 25 
NE Pe ST ana, aa 23,7 16,7 8,0 
MONI oe th A told he ashe tlh 2,0 9,0 Bayt 











Bei Tieren mit Frakturen!® ist ebenso wie bei wachsenden Tieren!® der Mi- 
neralstoffwechsel im ganzen Skelet bedeutend aktiver als bei normalen erwach- 
senen Tieren. Anstatt den Knochen zu brechen und in komplizierter Weise zu 
fixieren, haben wir die Tibia standardmaBig verletzt, d. h. aus dem Planum subcu- 
taneum ein etwa 2 mm? groBes Stiick herausgehoben?’. 

Die Heilung der Knochenwunde wurde réntgendensitometrisch beobachtet!*. 
Nur die Angaben der Versuchstiere wurden ausgewertet, bei welcken scwohl Haut- 
als auch Knochenwunde einwandfrei heilte. 


®§ G.Mazzuoli, J.Amachson u. D.Laszlo, J. Lab.clin. Med. 52,522 [1958]. 

® R. H. Wasserman u. C. L. Comar, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 101, 314 
[1959]. 

10 F. W. Lengemann, C. L. Comar u. R. H. Wasserman, J. Nutrit. 68, 
443 [1959]. 

11 R. H. Wasserman u. C. L.Comar, Nature [London] 185, 629 [1959]. 

12 F,. R. Mraz u. J. A. Bacon, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 104, 1 [1960]. 

13: R. H. Wasserman u. F. W. Lengemann, J. Nutrit. 70, 377 [1960]. 

144 R.H. Wasserman u. C.L.Comar, Science [Washington] 126, 1180 
[1957]; B. Carlqvist u. A. Nelson, Acta radiologica [Stockholm] 54, 305 [1960]; 
R. F. Palmer, R.C.Thompson u. H. A. Kornberg, Science [Washington] 
127, 1505 [1958]; R.C. Thompson u. R. F. Palmer, Amer. J. Physiol. 199, 94 
[1960]; R. H. Wasserman, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 104, 92 [1960]. 

15 P.Cartier, B. Bernard u. J. Lagrange, Bull. Soc. Chim. biol. 42, 
427 [1960]. 

16 P. Lacroix u. R. Polnot, Proc. II. U. N. Intern. Conf. Peaceful Uses 
Atomic Energy, Geneva 24, 157 [1958]. 

17 R. Tarjan u. L. Kallai, eigene unveréffentlichte Versuche, 1959; R. Tar- 
j4n. vorgetragen auf dem V. Intern. Congr. on Nutrition in Washington, 1960. 

8 L. Kaéllai u. R. Tarjan, Magyar Radiologia, im Druck. 
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Nach dem operativen Eingriff am Knochen wurde den Tieren 28 Tage lang 
ein Futter verabreicht, in dem Calciumlactat durch Strontiumcarbonat ersetzt 
wurde. Die Tiere wurden dann dekapitiert. Der von den Weichteilen befreite, luft- 
trockene Femur wurde abgewogen, bei 700° verascht, die Asche in Salzséure gegeben 
und die Lésung auf 500 ml verdiinnt. 

In der Lésung wurde der Strontium- und Calciumgehalt ohne vorherige Ab. 
trennung des Phosphats flammenspektrophotometrisch bestimmt?®. 

Die Variationsanalyse der Angaben wurde mit der X-Testmethode nach 
van der Waerden und Nievergelt®° durchgefiihrt. In den Tabellen sind an- 
gegeben: Mittelwerte (M@), Standardabweichung (c) und Variationskoeffizient (V). 


Ergebnisse 


Zunachst bestimmten wir den normalen Strontiumgehalt im 
linken Femur von 16 Ratten, die kein Strontium erhalten hatten, und 
fanden durchschnittlich 0,25 mg, das sind 0,047 °%. Der Gehalt an Calcium 
liegt um drei Zehnerpotenzen hoher. 

Die Beimengung von 1,5% Strontiumcarbonat im Futter, die ohne 
toxische Nebenwirkungen vertragen wurde, bewirkte einen Strontium- 
einbau in den Knochen, so daB der Calciumgehalt nur mehr um etwa das 
100fache héher lag, wie Tab. 2 zeigt. 


Tab. 2. Asche-, Strontium- und Calciumgehalt im Femur mit Strontium gefiitterter 
Ratten in Abhangigkeit vom Proteingehalt der Nahrung. Alle Angaben beziehen 
sich auf das Lufttrockengewicht. 















































Sr/Ca 

a w. d. Asche Strontium Calcium r/ 

emurs EE Sr Signifik. 

[mg] | [mg] | (%) | [mg] | [%] | (mg) | [9%] |imeCa}} =P 
I. Gruppe (12% Protein; n = 6) 
M 606 | 325 | 53,8] 1,89] 0,31] 132 | 21,9] 14,4 Si 
+o +41 [+14 |+3,0 |+0,32/+0,04/+14 |+1,7 | 42,44 | | 
V[%] 6,8 4,2| 5,5 | 16,9 | 13,4 | 10,4] 7,8] 169 | 10% | 
II. Gruppe (18% Protein; n = 14) | i 
M 615 | 332 | 53,9] 1,73] 0,28| 135 | 21,9] 12,9 7 
+o +51 {+30 | +1,3 |+0,18/+0,03/+12 |+1,3 | £1,34 
V[%] 8,2 | 91] 2,5] 10,7 | 9,8 | 87| 5,7] 10,4 207, 
III. Gruppe (25% Protein; n = 8) | | 
M 586 | 325 | 55,4] 1,51] 0,26] 134 | 23,0] 11,2 + 4 
+o +47 [431 | +1,7 |+0,23]+0,03/+11 |+1,8 | +1,61 
V[%] 8,0 | 9,6| 3,0] 14,9 | 12,3 | 8,0] 80] 14,4 


19 §. Dobos u. L. Kallai, Magyar Kémikusok Lapja, im Druck. 
20 B. L. Van der Waerden u. E. Nievergelt, Tafeln zum Vergleich zweier 


Stichproben mittels X-Test und Zeichentest. Springer-Verlag, Heidelberg 1956. 





pe! 


ske 


cre 

















Bd. 326 (1961) Nahrungsprotein und Speicherung von Strontium 165 


























Aus den Daten ist auch ersichtlich, da bei Erhéhung des Protein- 
gehalts in der Didt der absolute und prozentuale Strontiumgehalt im 
Knochen vermindert wird, wahrend im Calciumgehalt kein signifikanter 
Unterschied zu beobachten ist. Gegeniiber den Tieren mit proteinreicher 
Diat ist die Strontiumeinlagerung wahrend der 28tagigen Versuchsdauer 
bei Gruppe II um 14,6%, bei Gruppe I um 25,2% erhdht. 

Fiir jedes einzelne Tier wurde nun der Quotient ug Sr/mg Ca be- 
rechnet und die erhaltenen Werte einer Variationsanalyse unterzogen 
(vgl. letzte Spalte der Tab. 2). Bei Erhéhung des Proteingehaltes in der 
Diat von 12 auf 18% wird der Sr/Ca-Quotient in den Knochen ver- 
mindert. Bei einer Sicherheitswahrscheinlichkeit von 10% ist die Ver- 
minderung signifikant. Wenn der Proteingehalt des Futters von 18 auf 
25% erhéht wird, ist die Verminderung des Sr/Ca-Quotienten bei einer 
Sicherheitswahrscheinlichkeit von 2% signifikant. 


Fur die Mithilfe bei den Versuchen danken wir auch an dieser Stelle unseren 
Mitarbeitern Frau Irene Varga und L. Alpari. 
Zusammenfassung 


Mit der Nahrung verabreichtes Strontium wird bei Ratten mit ex- 
perimenteller Knochenverletzung um so langsamer in das Skelet ein- 
gebaut, je mehr Protein (Casein) das Futter enthalt. 


Summary 


The rate of incorporation of strontium (fed in the diet) into the 
skeleton of rats with experimental bone injury decreases with an in- 
crease of dietary protein (casein). 


L. Kdllai, Institut f. Ernéhrungswissenschaft, Budapest 1X, Gydli Ut 3/a. 
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Farbige Steroide, ITI’ 
Farbreaktion der konjugiert ungesattigten Keto-Steroide 
Von 
Reinhard Hiittenrauch 


Aus den Wissenschaftlichen Laboratorien des VEB Jenapharm, Jena 


(Der Schriftleitung zugegangen am 9. September 1961) 


Die Bildung von Farbsalzen Schiffscher Basen 148t sich zur Strukturauf- 
klarung und zur Bestimmung ungesattigter Keto-Steroide verwenden. Konjugiert 
zur Carbonylgruppe vorhandene Doppelbindungen werden eindeutig an ihrem 
bathochromen Effekt erkannt. : 

Als geeignete Reagenzien erweisen sich p-Amino-dialkylaniline? wie p-Amino- 
dimethylanilin®, letzteres besonders in Form seines stabilen Additionsproduktes 
mit Zinn(II)-chlorid, C,H,,N, - H,SnCl,!: 


R rc) 


Yn cle 
‘if 

‘ a 2! | : 

sik Sw G Sar4V I 


H,C“% at Ml 








Verwendet wird eine 5proz. Lésung in Methanol. Mit einigen Steroiden bildet 
sich die Farbung erst nach langerem Stehenlassen oder nach kurzem Erwarmen 
auf 50° aus. 

Die Reaktion gestattet den Nachweis einer in einem konjugierten System des 
Ringes A vorliegenden Ketogruppe wie auch umgekehrt von einer oder mehreren 
Doppelbindungen neben einem bekannten Carbonyl, wobei zwischen der Anzahl 
ungesattigter Bindungsstellen streng unterschieden werden kann: 


IN IN AN/ fs / 
07 NS 0774 a 07 PVT. oA7/4™ 
Farbe: farblos gelb gelb gelb 
Farbbildung: — schnell schnell schnell 
415 mu 420 mu 420 mu 


Amax(Methanol) : — 


1 TI. Mitteil.: R. Hiittenrauch u. U. Resch, Arch. Pharmaz. Ber. dtsch. 
pharmaz. Ges., im Druck. 

2 J. Moore u. D. Gale, J. Amer. chem. Soc. 30, 394 [1908]. 

3 §. Hiinig, J. Utermann u. G. Erlemann, Chem. Ber. 88, 708 [1955]; 
S. Hiinig u. J. Utermann, Chem. Ber. 88, 1485 [1955]. 
4 V. Merz u. W. Weith, Ber. dtsch. chem. Ges. 10, 762 [1877]. 
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AA AA 


| | | | 
o44\”/\ o474 \47—\ 


Farbe: rot rot 
Farbbildung: langsam schnell 
Amax(Methanol) : 455 mu 455 mu 


Die zwischen 1.4- und 4.6-Dienen vorhandenen Unterschiede in der Reaktions- 
geschwindigkeit sind fiir eine Differenzierung ausreichend. Zur Ausfiihrung der 
Reaktion geniigt eine 10-*m Steroid-Lésung (wasserfrei). Auf dem Papierchromato- 
gramm spricht ein 5proz. Spriihreagenz auf 10—20 ug Steroid/cm? an. Eine sichere 
Farbabstufung ist mit dieser Menge jedoch nicht mehr mdglich. 

Die relativ stabile Farbung kann quantitativ ausgewertet werden, wobei die 
visuelle Ablesung im Pulfrich-Photometer bis etwa 20 ug/ml (1-cm-Kiivette) reicht. 

Das leicht zugangliche Reagenz gewahrt somit eine Unterscheidung zwischen 
pharmazeutisch wichtigen Steroiden und Stoffwechselprodukten und fiihrt zu einer 
hinreichend empfindlichen, universellen Bestimmungsmethode fiir Steroidhormone 
im sichtbaren Bereich. 


Summary 


A simple colour reaction for the determination of conjugated unsaturated 
steroids is described. 


Dr. Reinhard Hittenrauch, Wissenschaftliche Laboratorien des VEB Jena- 
pharm, Jena, Otto-Schott-StraBe. 
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Ein biologisch aktives Methyl-Folat 
Von 


L. Jaenicke 


Aus dem Chemischen Universitétslaboratorium Miinchen, Institut fiir Biochemie 


(Cer Schriftleitung zugegangen am 31. August 1961) 


Methionin entsteht enzymatisch aus Formaldehyd und Homocystein unter 
der katalytischen Wirkung eines Folat-Cofaktors!~‘. 

Inkubiert man chromatographisch gereinigte Methylen-Tetrahydrofolsdure 
unter reduzierenden Bedingungen mit einer Enzymfraktion aus Schweineleber. so 
entsteht eine neue Folat-Verbindung‘:5. Sie wurde durch Kohle-Adsorption isoliert 
und durch Chromatographie an DEAE.-Cellulose gereinigt. Das Spektrum der 
siurestabilen, aber alkalilabilen Verbindung zeigt ein Maximum bei 287 mu 
(€ = 28000 cm?/Mol), ein Minimum bei 246 my. Sie enthalt in der Chromotrop- 
sdurereaktion weniger als 5% labilen Formaldehyd, wie er auch aus Tetrahydrofol- 
sdure entsteht. Die Struktur der Substanz ergibt sich durch die Spaltung mit Jod- 
wasserstoffsiure zu Methyljodid® und durch den Vergleich mit der enzymatisch 
inerten N1°-Methyl-dihydro- und -tetrahydrofolsiure als N5-Methyl-Verbindung’, 
die wir vorliufig als N5-Methyl-dihydrofolat-Betain formuliert haben*-5.§, Wir 
haben in ihr eine aktive Zwischenstufe der biologischen Methyl-Biogenese erkannt. 
Bei der enzymatischen Kondensation mit Homocystein in Gegenwart von ATP oder 
mit S-Adenosy]-homocystein entsteht Methionin. Die Folat-Verbindung ist Wuchs- 
stoff fiir Lactobacillus casei, nicht dagegen fiir Streptococcus faecalis R oder Pediococ- 
cus cerevisiae ® und verhilt sich darin wie die Prafolsiure A von Donaldson und Ke- 
resztesy!. Das bei der Zeisel-Spaltung des Produktes aus 5.10-Methylen-tetra- 
hydrofolsiure-[Methylen-4“C] entstehende und als Tetramethylammoniumchlorid 
isolierte Methyljodid hat die gleiche spezifische Aktivitét wie der eingesetzte 
Formaldehyd. Berechnet auf die molare Extinktion erhalt man ein molares Ver- 
haltnis Folat/Methy] 1 : 0,78. 


1 W. Sakami in W. D. McElroy u. H. B. Glass, Amino Acid Metabolism, 
8. 658, The Johns Hopkins Press, Baltimore 1955. 

2 A. Stevens u. W. Sakami, J. biol. Chemistry 234, 2063 [1959]. 

8 L. Jaenicke, Angew. Chem. 78, 449 [1961]. 

4 W. Wilmanns, B. Ricker u. L. Jaenicke, diese Z. 322, 283 [1960]. 

5 L. Jaenicke, 2. Europ. Symposium iiber Vitamin B,, und Intrinsic Faktor, 
Hamburg 1961, F. Enke, Stuttgart, im Druck. 

®° H. Roth in Houben-Weyl, Methoden der organ. Chemie, Bd. JI, S. 667, 
Verlag G. Thieme, Stuttgart 1953. 

7 Ein Methylfolat haben auch A. R. Larrabee u. J. M. Buchanan (Fede- 
ration Proc. 20, 9 [1961]) sowie J. Guest u. D. D. Woods (II. Europ. Symposium 
iiber Vitamin B,, und Intrinsic Factor, Hamburg 1961, F. Encke, Stuttgart, 
im Druck) aus einer Escherichia-coli-Mutante isoliert. 

8 L. Jaenicke, V. Intern. Congr. Biochemistry, Moskau 1961, Abstr. Nr. 2.75, 
S. 32, , Pergamon Press, London 1961. 

® J. M. Noronha u. M. Silverman, pers. Mitteilung, fiir die ich auch “hier 
nochmals herzlich danke. 

10 K. A. Donaldson u. J.C. Keresztesy, J. biol. Chemistry 284, 3235 
[1959]; Federation Proc. 20, 453 [1961]. 
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Wir haben weiter gefunden, daB bei der chemischen Reduktion von Methylen- 
tetrahydrofolsiure-[Methylen-“C] mit Alkaliboranat im schwach alkalischen 
Milieu bei Raumtemperatur in guter Ausbeute eine farblose, nicht fluoreszierende 
Verbindung entsteht, die sowohl chemisch wie mikrobiologisch vollkommen der 
aus dem Enzym-Ansatz isolierten Substanz® gleicht. Das Elutionsprofil an DEAE- 
Cellulose in einem Phosphat-Gradienten pH 6,7 in Gegenwart von 10~*m Monothio- 
ithylenglykol, die biologische Aktivitét gegen L. casei und S. faecalis R und die 
Radioaktivitat sind in der Abbildung gezeigt. Mit dem durch Ammoniumsulfat- 
Fraktionierung, Gel-Elution und Cellulose-Chromatographie aus Schweineleber 
etwa 50fach angereicherten Enzym Methionin-Synthetase®’ wird der Methylrest 
in Gegenwart von Mg®® und ATP auf Homocystein iibertragen™. Die chemisch 
synthetisierte Verbindung hat dabei jedoch lediglich 33—50% der Aktivitat des 
natiirlichen Materials. Vermutlich ist das synthetische Produkt ein Racemat an 
0-6, von dem das Enzym nur eines der beiden Isomeren umsetzt. 
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10 mg Methylen-tetrahydrofolséure-[Methylen-“C] (spezif. Akt. 1,425 - 10° Imp. 
- Min.-1 - zMol-1) werden in 3 ml 0,2m KHCO, mit 10mg NaBH, 1 Stde. bei 37° 
behandelt. Das Reaktionsprodukt wird durch Ansauern mit Eisessig ausgefallt und 
nochmals gelést und gefallt. Chromatographiert werden 0,6 ug L.-casei-Aktivitat 
an einer DEAE-Saule 1 x 15 cm in einem Phosphat-Gradienten 0 bis 0,17m Phos- 
phat, pH 6,7. Zum Wachstumstest (Differenz L.-casei—S.-faecalis-R-Aktivitat ; 
ausgezogene Kurve, rechte Ordinate; 1 ng = 10-*g) und zur Bestimmung der 
Radioaktivitat (gestrichelte Kurve, linke Ordinate) wurden jeweils 5-ml-Fraktionen 
verwendet. — Der zweite Gipfel entspricht nach den bisherigen Ergebnissen dem 
biologisch voll aktiven Triglutamat der Methylverbindung. 


Falls dem isolierten aktiven Methylfolat die Struktur einer N5-Methyl-tetra- 
hydrofolsaure (I) zukommt, stellt sich die Frage, wodurch die zur Ubertragung 


OH CH 
] LC COOH 
aN | 
N | CH-CH,-NH-C,H,:-CO-NH- CH 
jG [CH], 
H,N’ ‘vy \y7% | 


H ; COOH 


11 W. Sakami (pers. Mitteilung) hat durch Reduktion von Methylentetra- 
hydrofolsdure ebenfalls ein in der Methioninsynthese aktives Folat erhalten. 
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der am Stickstoff gebundenen Methylgruppe erforderliche Quaternisierung erreicht 
wird. Die beiden zu unterscheidenden Méglichkeiten bestehen (a) in einer partielien 
Oxydation zum N®5-Methyl-dihydrofolat!? oder (b) in einer zusatzlichen Sub. 
stitution am bindenden Stickstoff. Beide Reaktionen werden z. Zt. gepriift, wobei 
gleichzeitig das Problem einer eventuellen Beteiligung von weiteren Coenzymen, fiir 
die in unserem System bisher nur Anhaltspunkte gegeben sind’: 1°, untersucht wird. 


Anm. b. d. Korr.: In einer soeben erschienenen Mitteilung haben W. Sakami 
und I. Ukstins (J. biol. Chemistry 286, PC 50 [1961]) iiber ein von ihnen durch 
BH,-Reduktion der Tetrahydrofolat-Formaldehyd-Additionsverbincurg erhal- 
tenes Methyl-Derivat berichtet (vgl. 1. c.1). Die durch Ionenaustausch isolierte 
Substanz iibertrigt die Methylgruppe auf N-Acetyl-homocystein. Diese Reaktion 
erfordert ATP. Vermutlich handelt es sich um die gleiche Zwischenstufe; Unter. 
schiede im Reaktionsablauf betreffen die Rolle von TPNH und ATP. 


Summary 


5-Methyl-tetrahydrofolate, the probable intermediate of methionine bio- 
genesis, has been isolated from enzymatic incubations. It appears chemically, bio- 
logically, and enzymatically identical with the product resulting from boranate 
reduction of 5:10-methylene-tetrahydrofolic acid. 


Professor Dr. L. Jaenicke, Chemisches Laboratorium der Universitat, Institut 
fiir Biochemie, Miinchen 2, KarlstraBe 23. 


“2 L. Jaenicke in Ciba-Study Group on the Mechanism of Water-Soluble 
Vitamins, Churchill, London 1961, im Druck. 

3 F.T. Hatch, A.R. Larrabee, R.E.Cathou u. J.M. Buchanan, 
J. biol. Chemistry 286, 1095 [1961]. 
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Identifizierung eines ,,spontan‘‘ aus Serumglobulin 
entstehenden Peptids mit Bradykinin 


Von 
E. Habermann und M., E. Okon* 
Aus dem Institut fiir Pharmakologie und Toxilokogie der Universitit Wiirzburg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 30. September 1961) 


Saurebehandlung von Serum fiihrt zur Entwicklung von Kallikrein’, das nach 
Neutralisation und Inkubation aus einer Vorstufe ein als Bradykinin, Kallidin oder 
Kinin bezeichnetes darmaktives Material freisetzt (Ubersicht s. 1. c.?). Bei der 
Gewinnung von Trypsin-Bradykinin® wird eine zuvor siurebehandelte Globulin- 
fraktion mit dem freilegenden Enzym inkubiert. Bei Versuchen zur analogen Ge- 
winnung von Kallidin mittels Pankreaskallikreins stellten wir fest, daB die Globulin- 
fraktion, gleichgiiltig, ob aus Plasma oder Serum gewonnen, nach vorheriger Saure- 
behandlung und Neutralisation ebenfalls zur Kininbildung befahigt war, also nicht 
nur Kininogen, sondern auch freilegendes Enzym enthielt. Nachdem das aus Serum- 
bestandteilen ,,spontan‘* entstehende Material mindestens ebenso groBes Interesse 
beanspruchte wie das durch Zusatz blutfremder Enzyme gebildete, versuchten wir 
seine nahere Charakterisierung. 

Hierzu wurden in einem typischen Ansatz 1,37 1 dialysierte Ammoniumsulfat- 
fraktion nach 1. c.* (hergestellt aus 8,225 1 Rinderserum durch Fallung bei Raum- 
temperatur) mit 13,7 m/l 10x HCl 30 Min. bei 37° gehalten, bei Zimmertemperatur 
auf pH 7,5 gebracht und 2 Stdn. bei 37° inkubiert. Der Erfolg der Anreicherung der 
darmaktiven Substanz ist in der Tabelle dargestellt. Es wurde einmal mit dem 
doppelten Vol., einmal mit 900 mi Athanol aufgekocht, filtriert und die vereinigten 
Filtrate im Vak. getrocknet. Das in 350 ml 95proz. Athanol Lésliche wurde nach 
Trocknung in 12 m/ Eisessig aufgenommen, mit dem mehrfachen Vol. Ather ge- 
fallt und nachgewaschen. 260 mg des weiBen Pulvers entsprachen 17,4 mg Brady- 
kinin und dienten als Standard. 

Zur weiteren Reinigung wurden 4,6 ml einer 5proz. Lésung von Standard- 
trockenpulver mit 0,9 ml 20proz. Trichloressigsiure behandelt, der Niederschlag 
umgefallt und mit Ather der gréBte Teil der Saiure entfernt. Der wasserlésliche 
Anteil wurde an eine mit 0,01m Pyridinacetat-Puffer, pH 5,5, im Gleichgewicht 
stehende Saule aus 0,8 g Carboxymethyl-Cellulose adsorbiert und mit Puffer bis 
auf 0,5m ansteigender Ionenstarke eluiert. Bei Wiederholung des Saiulenversuchs 
unter Einsatz der aktiven Eluate der ersten Chromatographie ergaben sich 2 deut- 
lich getrennte Maxima I und II, von denen das erste nach Gefriertrocknung 8,7 mg 
Substanz mit einer bereits reinem Bradykinin entsprechenden Aktivitat ergab, 
wahrend 2,3 mg II pro Gewichtseinheit nur 19°,, der Bradykininaktivitat auf- 
wiesen. Insgesamt wurde also in I rund 20mal mehr Kininaktivitat als in IT ge- 
funden. 


* Ausfiihrliche Darstellung, auch weiterer Ergebnisse s. M. E. Okon, Dis- 
sertat. Univ. Wiirzburg 1961. 

1 E. K. Frey, H. Kraut u. E. Werle, Kallikrein-Padutin, Verlag F. Enke, 
Stuttgart 1950. 

2 G. P. Lewis, Physiol. Rev. 40, 647 [1960]. 

3 D. F. Elliott u. G. P. Lewis, Biochem. J. 78, 60 [1961]. 
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Anreicherung der ,,spontan“ entstandenen Kininaktivitat. 



































" Gewicht | Aktivitatsiquiv.2 | Reinheits- |Ausbeute¢ 
Fraktion mg mg Bradykinin grad > % 
Alkoholunlésl. . . . . | 6800 (1,13 4) 0,00017 (5,2 4) 
Eisessigunlésl. . . . . 680 (0,34 4) 0,00050 (1,55 “) 
Atherunlésliches ... a= (3,0 4) — (13,7 4) 
Standardpulver. .. . 260 17,42 0,067 79,6 
21,89 100 
Trichloressigsiureunlésl. — (0,15 “) = (0,97 “) 
Fraktion I (Séule). . . 8,7 ; 1,0¢ 56,5 
Fraktion II (Saule) . . 2,3 0,44 0,19 2,66 
9,29 60,13 
Kinin I (Papierchrom.) | —_1,84 | 1,84 | 1,0 | 67,2 
Gesamtausbeute .. . 32 





a am isolierten Meerschweinchen-Ileum 

b synthet. Bradykinin = 1,0 

ce bezogen auf das bei der betreffenden Stufe eingesetzte Material 
d () = verworfen 

e enthalt papier¢hromat. noch Verunreinigungen 


Aus 2,74 mg I wurden durch praparative Chromatographie mit Butanol/ 
Essigsiure/Wasser 4:1:5 auf griindlich mit Iproz. Essigsiure gewaschenem 
Whatman-I-Papier 1,84 mg Kinin erhalten, das bei Papierchromatographie im 
erwahnten Lésungsmittel und bei Papierelektrophorese in Essigsiure bzw. Pyridin- 
acetatpuffer, pH 5,8, nur noch Spuren ninhydrinpositiver Verunreinigungen er- 
kennen lieB. 

Das Aminosaureverhaltnis * war Prolin : Arginin : Phenylalanin : Glycin : Se- 
rin = 2,7 : 2,1 : 2,0: 1,1 : 0,92, entsprach also dem des synthetischen Nona- 
peptids Bradykinin. Das spontan entstandene Kinin war auch am isolierten Meer- 
schweinchen-Ileum, am Kaninchenblutdruck und in der Wirkung auf Hautkapillaren 
des Kaninchens von synthetischem Bradykinin nicht zu unterscheiden. 


Nach AbschluB unserer Versuche und kurzer Mitteilung unserer Ergebnisse 
berichteten Pierce und Webster® iiber die Isolierung von zwei Kallidinen nach 
Inkubation menschlichen Plasmas mit Harnkallikrein. Diese Autoren fanden in 
siurebehandeltem menschlichem Plasma ebenfalls eine ,,Spontanproduktion“ an 
pharmakologischer Aktivitat. Ihr Kallidin I diirfte mit unserem Kinin und infolge- 
dessen mit Trypsin-Bradykinin®, Schlangengift-Bradykinin® und synthet. Bradyki- 
nin’ identisch sein. Das in unserer Kininfraktion II enthaltene Material kinnte dem 
von ihnen® wahrscheinlich gemachten Decapeptid entsprechen. 


* Herrn Dr. G.Gundlach, Physiologisch-Chemisches Institut der Uni- 
versitét Wiirzburg, danken wir vielmals fiir die Bestimmung mittels Aminosaure- 
analysators. 

4 E. Habermann, Diskuss. zu D. F. Elliott u. G. P. Lewis, First Intern. 
Pharmacol. Meeting, Stockholm 1961 (im Druck). 

5 J. V. Pierce u. M. E. Webster, Biochem. Biophys. Res. Comm. 5, 353 
[1961]. 

° H. Zuber u. R. Jaques, Helv. chim. Acta 48, 1128 [1960]. 
7 R. A. Boissonnas, St. Guttmann, P. A. Jaquenoud, H. Konzett u. 
). Stiirmer, Experientia [Basel] 16, 326 [1960]. 
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Zusammenfassung 


Eine séurebehandelte Globulinfraktion aus Rinderserum enthalt nicht nur 
Kininogen, sondern auch freilegendes Enzym und bildet infolgedessen nach Neu- 
tralisation und Inkubation pharmakologisch aktives Material. Ein Peptid wurde 
isoliert und auf Grund seiner Aminoséurezusammensetzung und seiner qualitativen 
und quantitativen pharmakologischen Wirkungen mit dem synthetischen Nona- 
peptid Bradykinin identifiziert. 


Summary 


An acid-treated globulin fraction from bovine serum contains both kininogen 
and an enzyme which effects release of kinin. Neutralisation and incubation there- 
fore result inthe production of pharmacologically active material. A peptide was iso- 
lated and identified with the synthetic nonapeptide, bradykinin, on the basis of 
its amino acid composition and its qualitative and quantitative pharmacological 
activity. 


Priv.-Doz. Dr. E. Habermann, Institut fiir Pharmakologie und Toxikologie 
der Universitat Wiirzburg, Koellikerstr. 2. 
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Isolierung und Struktur des Kallidins 
Von 
E. Werle, I. Trautschold und G. Leysath 


Aus dem Klinisch-Chemischen Institut an der Chirurgischen Klinik der Universitat Miinchen 
Vorstand: Prof. Dr. Dr. E. Werle 


(Der Schriftleitung zugegangen am 26. Oktober 1961) 


Als Kallidin wird ein blutdrucksenkendes und die giatte Muskulatur er. 
regendes Polypeptid bezeichnet, das bei der Inkubation von Blutserum mit Kal- 
likrein entsteht?. Eine Substanz gleicher biologischer Eigenschaften wird beim Be- 
handeln von Serum mit Trypsin oder mit Schlangengiften gebildet. Diese Substanz, 
das Bradykinin?, wurde nach Freilegung durch Trypsin aus Rinderserum isoliert® 
und alsein Nonapeptid der Zusammensetzung Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg 
erkannt‘. 


Fiir die Freilegung von Kallidin muB8te ein Kallikreinpraparat verwendet 
werden, das keine Fremdenzyme, wie etwa Trypsin, enthalt. Uber die Bereitung 
solcher Kallikreine wird andernorts berichtet. Wir wahlten Submaxillaris-Kallikrein 
mit einem Reinheitsgrad von etwa 10 y organischer Substanz/Kallikrein-Einheit 
und inkubierten es mit Rinderserum. 


Rinderplasma wird nach Gaddum und Horton® auf pH 2 gebracht, 10 Min. 
bei 37° belassen und nach Zuriickstellen des pH auf 5,0 vom gebildeten Nieder- 
schlag abzentrifugiert. Das Uberstehende wird bei pH 7,5 mit 0,5 Einheiten 
Kallikrein je mi des urspriinglichen Plasmavclumens 40 Min. bei 20° inkubiert und 
dann auf pH 4,0 eingestellt. Es wird der Ionenaustauscher IRC-50 eingetragen und 
der Ansatz 15 Stdn. lang geriihrt. Nach dem Absitzen wird der Ionenaustauscher 
durch Dekantieren, Waschen mit dest. Wasser und spater mit 0,2m Ammonium- 
formiat, pH 6,0, vom Serumprotein befreit und das Kallidin mit 0,25m Ammonium- 
formiat, pH 8,5—9,0, fraktioniert eluiert. Die vereinigten aktiven Fraktionen 
werden eingeengt, das Konzentrat 5 Min. auf 90° erhitzt, zentrifugiert und lyo- 
philisiert. Nach dreimaliger Fraktionierung an Sephadex G-25 ist die Kallidin- 
lésung farblos und nahezu protein- und salzfrei. Der Rest des Ammoniumformiats 
wird durch mehrmaliges Lyophilisieren entfernt. 


Zur weiteren Reinigung wurden 40mg des so erhaltenen Produkts an 
Schleicher & Schiill-Papier 2043b mit n-Butanol/Eisessig/Wasser 5:1:4 chromato- 


1 EK. Werle, W.Gétze u. A. Keppler, Biochem. Z. 289, 217 [1937]; 
E. Werle u. U. Berek, Angew. Chem. 60, 53 [1948]; Biochem. Z. 320, 136 [1950]. 

2 M. Rocha e Silva, W. T. Beraldo u. G. Rosenfeld, Amer. J. Physiol. 
156, 261 [1949]. 

3D. F. Elliott, G.P. Lewis u. W. E. Horton, Biochem. biophys. Res. 
Commun. 8, 87 [1960]. 

4 R. A. Boissonnas, St.Guttmann, P. A. Jaquenoud, H. Konzett u. 
E. Stiirmer, Experientia [Basel] 16, 326 [1960]. 


5 J. H. Gaddum u. E. W. Horton, Brit. J. Pharmacol. 14, 117 [1959]. 
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graphiert (Durchlaufchromatogramm) und nach Probeanfarbung die aktive Zone 
mit 0,25m Ammoniumformiat, pH 6,0, eluiert. Das lyophilisierte Eluat besaB noch 
77% der aufgetragenen Aktivitét. Bei der Rechromatographie von 8000 Einheiten 
Kallidin wurden vier ninhydrinpositive Zonen erhalten. Nach Elution fanden sich 
450 Einh. in der am schnellsten wandernden Zone 4 und 6000 Einh. in Zone 3 
wieder. Beide Substanzen waren nun chromatographisch einheitlich. Nach Saure- 
hydrolyse ergab die qualitative und quantitative Aminosiureanalyse der Haupt- 
aktivitat aus Zone 3 folgendes Ergebnis (Aminosaéurereste/Mol Polypeptid) : 


Lys Arg Ser Pro Gly Phe 
0,98 1,92 0,98 3,18 1,03 1,92 


Isolierung des Kallidins aus 1007 Rinderplasma . 




















mg Prot./ Gesamtaktivitat 
Arbeitsschritt Vorumen | Kallidin-Einh.* in — 
=~) (Biuret) | Kallidin-Finh. | (0) 
Saurebehandeltes 
Plasma + 50000 
Kallikrein-Einh. . . | 71000 6,86 284000 100 
Nicht adsorbierte Rest- 
aktivitat im Plasma . 23250 8,2 
Austauscher-Wasch- 
lésungen. ..... 10000 0 0 
Eluat (pH 8,5—9,0). . 4500 0,12 212000 74,7 
Konzentrat nach Hitze- 
SOMTEN 3 5 ee 580 0,025 207000 72,8 
3. Sephadex-Eluat. . . 90 0,001 165000 58,1 


* Unsere willkirlich gewihlte Einheit entspricht etwa 40% der aus 1 m/ unbehandeltem 
Rinderserum maximal freilegbaren Kallidinmenge. Diese Einheit hat die biologische Wirkung von 
1 y synthetischem Bradykinin. 


Die Aktivitat aus Zone 4 war mit Bradykinin identisch. Kallidin ist demnach 
ein Decapeptid. 0,75 y des reinen Kallidins entsprechen 1 Kallidin-Einheit. Nach 
dem Ergebnis des Edman-Abbaus ist das Lysin aminoendstandig. Das nach Ab- 
spaltung des Lysins erhaltene Restmolekiil ergab bei quantitativer Analyse die 
Aminoséurezusammensetzung 


Arg Ser Pro Gly Phe 
1,85 1,16 3,03 1,06 1,87 


und ist mit Bradykinin identisch. Daraus ergibt sich fiir das Kallidin die Amino- 
siuresequenz Lys-Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg. 


Eine lysinhaltige Hauptaktivitét und eine Bradykinin-Nebenfraktion er- 
hielten wir auch bei der Fraktionierung der nach Sephadex-Reinigung erhaltenen 
Substanz an CAM-Cellulose nach Elliott®. Hierzu wurden 15000 Einheiten Kallidin 
auf eine Saule (0,9 x 10 cm) mit 1 g CAM-Cellulose aufgetragen und nach einem 
Durchlauf von 60 ml 0,01m Ammoniumformiat, pH 5,0, (mit 0,001m Trilon B) und 
weiter 80 ml 0,01m Ammoniumformiat die aktive Substanz durch Gradienten- 
elution fraktioniert eluiert (MischgeféB 120 ml; Zulauf von 0,5m Ammonium- 


6 D. F. Elliott, E. W. Horton u. G. P. Lewis, Biochem. J. 78, 60 [1961]. 
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formiat, pH 5,0; 5-ml-Fraktionen). Bei einer Elutionsgeschwindigkeit von etwa) 
5 ml/Stde. war das erste Aktivitatsmaximum in den Fraktionen 27—31 (970 Einh.), 
das zweite in den Fraktionen 35—52 (12320 Einh.) enthalten. Die beiden Frak 
tionen waren nach nochmaliger papierchromatographischer Reinigung einheitlich 
Da die Aktivitaétsverluste bei der Saulenchromatographie geringer sind als bei de 
Papierchromatographie, entspricht das Verhaltnis von z. B. 92,7°% Kallidin zu 
7,3°% Bradykinin wahrscheinlich den tatsaichlich anfallenden Kallidin- und Brady~’ 
kininmengen. 

Nach AbschluB unserer Untersuchungen erhielten wir Kenntnis von der Arbeit’ 
Pierce und Webster’ iiber die Isolierung eines Kallidins I und II. In der Zu.’ 
sammensetzung ist Kallidin II mit dem von uns isolierten Decapeptid, Kallidin I 
mit Bradykinin identisch; sie wurden in einem Mengenverhaltnis von 1 : 2 isoliert.” 
Die Autoren verwendeten zur Gewinnung der Kallidine Menschenplasma und alg 
Kallikreinpraparat ein relativ unreines Kallikrein aus Menschenharn. : 

Es ist seit lingerem bekannt, da8 nach Saiurebehandlung von Serum eine 
geringe Spontanaktivitat auftritt, die, wie wir festgestellt haben, bei langerer In- 
kubation des séurebehandelten Serums bei 37° zu einer weitgehenden Freisetzung 
einer, pharmakologisch von Kallidin nicht unterscheidbaren Substanz fihrt. Wir 
haben daher die Dauer der Saurebehandlung reduziert und. durch Verwendung © 
gréBerer Kallikreinmengen bei kiirzerer Inkubationszeit und tieferer Temperatur 
dennoch maximale Kallidinausbeuten erzielt. 

Nach unseren Ergebnissen wird bei der Inkubation von Plasma mit reinem 
Kallikrein primar nur das Decapeptid Kallidin gebildet. Wir fiihren die Bildung 
des Bradykininanteils (8—10%) auf die unspezifische Spaltung durch die bei der © 
Saurebehandlung im Serum aktivierten Enzyme oder durch noch im Kallikrein ~ 
vorhandene Fremdenzyme zuriick. 


Wir danken Herrn Dr. G. Braunitzer, Max-Planck-Institut fiir Biochemie, 
Miinchen, fir die Durchfihrung der quantitativen Aminoséureanalysen. Das syn- 
thetische Bradykinin verdanken wir der Freundlichkeit der Firma Sandoz AG. 


Zusammenfassung 
Das bei der Einwirkung von Submaxillaris-Kallikrein auf Rinderplasma ent- — 
stehende Kallidin wurde isoliert und als ein Decapeptid der Konstitution Lys-Arg- — 
Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg erkannt. 
Etwa 10% der Aktivitat fallen in Form von Bradykinin an, ou Bildung 
auf die Wirkung von Fremdenzymen zuriickgefiihrt wird. 


Summary 
Kallidine, which arises from the action of submaxillary kallikiein on bovine 
plasma, was isolated and identified as the decapeptide Lys-Arg-Pro-Pro-Gly-Phe- © 
Ser-Pro-Phe-Arg. 
Approximately 10% of the activity is in the form of bradykinin, whose for- 
mation is to be attributed to the action of other enzymes. 


Prof. Dr. Dr. E. Werle, Klinisch-Chemisches Institut an der Chirurgischen 
Klinik der Universitat, Miinchen 15, NuBbaumstr. 20. 


7 J. V. Pierce u. M.E. Webster, Biochem. biophys. Res. Commun. 5, © 
353 [1961]. 








